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Keratini so proteini intermediarnih filamentov, ki so izraženi v vseh tipih epitelijskih 
celic. Keratinske mutacije povzročajo številne hude dedne bolezni krhkosti kože. Med 
njimi je tudi bulozna epidermoliza simpleks (EBS), povezana z mutacijami v keratinih 
5 in 14. Mutirani keratini tvorijo deformiran citoskelet intermediarnih filamentov in s 
tem spravijo keratinocite EBS v stresno stanje. Slednje povzroči stalno aktivacijo 
signalnih poti kinaze MAP in spremeni izražanje genov pri mnogih drugih proteinih, 
med katerimi imajo številni vlogo pri celični adheziji. Odkrili so, da imajo bolniki s 
hudo obliko EBS-DM povečano skupno tveganje za karcinom bazalnih celic, ki 
sovpada z izpostavljenostjo soncu, ni pa nujno, da se na teh območjih pojavlja 
mehurjenje kože.  
Za proučevanje vplivov keratinskih mutacij smo najprej uporabili celične linije, 
odvzete iz bolnikov z EBS v osnovnih celičnih testih, in pokazali, da lahko njihova 
različna genetska ozadja, ne glede na mutacijo v keratinih, najbolj vplivajo na odziv 
celic na različne tretmaje. Natančna opredelitev pogojev gojenja celične kulture 
(sestava gojišča, število nasajenih celic in število gojenja v kulturi) je zato bistvenega 
pomena za primerjavo.  
Primerjali smo keratinocite EBS s kontrolnimi celičnimi linijami in testirali njihovo 
obnašanje pri dveh različnih stresorjih, ki lahko povzročita celično smrt: ionizirajoče 
sevanje in citokini receptorjev smrti (TNF- in TRAIL). Pridobljeni podatki so pokazali, 
da prihaja do precejšnjih razlik med odzivom keratinocitov EBS in normalnih celic. 
Ugotovili smo, da se je pri keratinocitih EBS po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju 
spremenilo izražanje številnih proteinov, kot so: pChk2, pH2AX, pBRCA1 in pATM, ki 
so vsi vključeni v odgovor celice na poškodbo DNA. Najbolj izstopajoče je bilo 
znižanje izražanja proteina pChk2 pri keratinocitih EBS že pri normalnih pogojih 
gojenja, saj se lahko zaradi tega celica povsem drugače obnaša pri kontrolni točki 
G2/M celičnega cikla. Keratinociti EBS so bili tudi manj občutljivi, v primerjavi z 
normalnimi celicami za tretma s TNF- in TRAIL, kar pa je lahko povezano z 
ugotovljenim povišanjem izražanja dveh preživetvenih proteinov, Bcl-2 in FLIP. Vse te 
spremembe lahko predstavljajo zaščitni mehanizem, ki pomaga pri preživetju 
keratinocitov EBS, hkrati pa lahko dovoli še močno poškodovanim celicam, da se 
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izognejo kontrolnim točkam in apoptozi. To bi lahko predstavljalo prispevajoči faktor 
pri transformaciji celic.  
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Keratins are intermediate filament proteins expressed in all epithelial cell types. 
Keratin gene mutations cause a number of severe hereditary skin fragility disorders. 
Among these is the simplex subtype of epidermolysis bullosa (EBS), linked to 
mutations in keratins 5 and 14. Mutated keratins form a defective intermediate 
filament cytoskeleton and place EBS keratinocytes in a state of stress. This causes a 
continuous activation of MAP kinase signaling pathawys and alters gene expression 
of hundreds of other proteins, many of which have a function in cell-cell and cell-
surface adhesion. Patients with the severe EBS-DM phenotype have an increased 
cumulative risk for basal cell carcinoma that correlates with sun exposure, but may 
not entirely correlate with the regions of frequent skin blistering.  
To study the effects of keratin mutations, we first used patient-derived cell lines in 
cell based assays and demonstrate that regardless of the mutation their different 
genetic background may affect the way cells respond to experimental treatment in 
cell-based assays, so the accurate definition of cell culture conditions (the 
composition of medium, number of cells plated and number of days in the culture) is 
essential for the comparison. 
We compared patient-derived EBS keratinocytes with control cell lines and tested 
how they behave in the face of two different types of stressors that are able to 
induce cell death: ionizing radiation and cytokines TNF- and TRAIL. The data point 
out to a substantial difference between how normal and keratin mutant 
keratinocytes deal with such stresses. Within the complex picture of events following 
exposure to ionizing radiation we established that the expression of a number of 
proteins involved in DNA damage response, such as pChk2, pH2AX, pBRCA1 and 
pATM, was changed in mutant keratinocytes. The most striking decrease was 
observed for pChk2, which appears constitutively down regulated in severe EBS 
mutants, and so may even modulate the G2/M cell cycle checkpoint in these cells. 
Keratin mutants also appear less sensitive than normal cells to treatment with TNF- 
and TRAIL, and this may be linked to the up-regulation of two pro-survival proteins, 
Bcl-2 and FLIP. These changes may be a protective mechanism that helps promote 
survival of EBS keratinocytes, but may also allow severely damaged cells to escape 
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checkpoint control and apoptosis, and in theory this also may be a contributing 
factor to the cell transformation.   
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
ADP Adenozin difosfat. 
Akt Signalna pot, ki spodbuja preživetje in rast; glavna proteina IP3K in Akt. 
ATM Protein kinaza; angl. ataxia telangiectasia mutated. 
ATR Protein kinaza; angl. ataxia telangiectasia and Rad3-related. 
BAFF Citokin, ki spada v skupino ligandov TNF; angl. B-cell-activating factor. 
BCC Karcinom bazalnih celic; angl. basal cell carcinoma. 
Bcl-2 Član družine antiapoptotskih membranskih proteinov. 
Bid Proapoptotski član družine proteinov Bcl-2; angl. BH3-domain interacting protein; 
tBid: okrnjena oblika proteina Bid, angl. truncated BID. 
BIR Domena; angl. baculovirus IAP repeat. 
BRCA1 Protein tipa 1 dovzetnosti za raka dojke; angl. breast cancer type 1 susceptibility 
protein. 
BRCT BRCA1 C-končna domena; angl. BRCA1 carboxy-terminal domain. 
BSA Goveji serumski albumin; angl. bovine serum albumin. 
c-FLIP Homolog kaspaze 8; angl. cellular FLICE-like inhibitory protein. 
CD95L Ligand Fas. 
Cdc25 Fosfataze, ki delujejo v celičnem ciklu; angl. cell division cycle. 
CDK Od ciklina odvisne kinaze; angl. cyclin-dependent kinases. 
Chk2 Kinaza kontrolne točke 2; angl. checkpoint kinase 2. 
cIAP Celični inhibitor apoptoze; angl. cellular inhibitor of apoptosis. 
CK1 Kazein kinaza 1; angl. casein kinase 1. 
DAPI Fluorescentno barvilo, ki obarva jedra celic; 4',6-diamidine-2'-phentlindole 
dihydrochloride. 
DcR Vabni receptor; angl. decoy receptor. 
DD Domena smrti (pri apoptoznih proteinih); angl. death domain. 
DDEB Dominantna distrofična bulozna epidermoliza; angl. dominant dystrophic 
epidermolysis bullosa. 
DDR Odgovor na poškodbe DNA; angl. DNA damage response. 
DEB  Distrofična oblika bulozne epidermolize; angl. dystrophic epidermolysis bullosa. 
DED  Efektorska domena smrti (pri apoptoznih proteinih); angl. death effector domain. 
DISC Kompleks proteinov, vključenih v prenos apoptoznega signala skozi membrano; 
angl. death-inducing signaling complex. 
DMEM Gojišče za celične kulture; angl. Dulbecco's Modified Eagle Medium. 
DMSO Dimetil sulfoksid. 
DNA Deoksiribonukleinska kislina; angl. deoxyribonucleic acid. 
DNK-PK Serin/treonin kinaza, odvisna od DNA; angl. DNA-dependent protein kinase. 
DR Receptor smrti; angl. death receptor. 
DSB Dvojne prekinitve dvoverižne DNA; angl. double stranded breaks.  
EBS Bulozna epidermoliza simpleks; angl. epidermolysis bullosa simplex. 
EBS-DM  Dowling-Meara podtip bulozne epidermolize simpleks. 
EDTA Etilendiaminotetraocetna kislina. 
FADD Pomožni protein v signalnem kompleksu TNF-R1; uporablja se tudi kratica MORT-1; 
angl. Fas-associated death domain protein.  
Fas Eden izmed receptorjev smrti; uporablja se tudi kratica CD95; sistematično ime je 
TNFRSF6. 
FasL  Ligand Fas; uporablja se še kratica CD95L. 
FBS Serum ploda goveda. 
Gy Gray; mednarodna enota za ionizirajoče sevanje. 
H2AX Histon, vključen v popravilo DNA. 
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 VIII 
HRR Homologno popravljanje DNA z rekombinacijo; angl. homologous recombination 
repair. 
JEB Junkcijska bulozna epidermoliza; angl. junctional epidermolysis bullosa. 
JNK Jun N-končna kinaza; angl. Jun N-terminal kinase. 
kDa Kilo Dalton; Dalton je enota mase, enaka teži enega vodikovega atoma ali 1,657 x 
10-24 gramov. 
LT  Limfotoksin; angl. lymphotoxin; uporablja se tudi kratica LT-, TNF-; sistematično
 ime liganda je TNFSF1. 
MAPK Z mitogenom aktivirana proteinska kinaza; angl. mitogen activated protein. 
MDC1 Protein, ki deluje kot posrednik pri kontrolnih točkah celičnega cikla; angl. 
mediator of DNA damage checkpoint protein 1. 
MEME Gojišče za celične kulture; angl. Minimum Essential Medium Eagle. 
MRE11 Protein, ki je del kompleksa MRN. 
MRN  Kompleks, sestavljen iz proteinov MRE11, RAD50 in NBS1 in ima pomembno vlogo 
pri prekinitvah dvoverižne DNA. 
MTT Barvilo; 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid. 
NBS1 Protein, ki je del kompleksa MRN. 
NF-B Jedrni faktor B; angl. nuclear factor B. 
NHEJ Nehomologno združevanje koncev DNA pri popravilu poškodovane DNA; angl. non-
homologous end-joining. 
OPG Osteoprotegerin, antiapoptotski vabni receptor. 
Papp Navidezni koeficient permeabilnosti; angl. apparent permeability coefficient. 
PBS Fosfatni pufer z NaCl; angl. phosphate buffered saline. 
pH Negativni dekadični logaritem koncentracije vodikovih ionov; angl. potential of 
hydrogen. 
PI3K  Fosfatidilinozitol 3-kinaza; angl. phosphatidylinositol 3-kinases. 
PKC  Protein kinaza C; angl. protein kinase C. 
pKi Izoelektrična točka. 
RAD50 Protein, ki je del kompleksa MRN. 
RDEB Recesivna distrofična bulozna epidermoliza; angl. recessive dystrophic 
epidermolysis bullosa. 
RIPK1 Z receptorjem povezana protein kinaza 1; angl. receptor associated protein kinase 
1. 
RNA Ribonukleinska kislina; angl. ribonucleic acid. 
SCC Ploščatocelični karcinom; angl. squamous cell carcinoma. 
SDS Natrijev dodecil sulfata. 
SEM Standardna napaka povprečja; angl. standard error of the mean. 
TBS Tris pufer z NaCl; angl. Tris buffered saline. 
TEER Čezepitelijska električna upornost; angl. transepithelial electrical resistance. 
TNF-α Dejavnik tumorske nekroze alfa; sistematično ime liganda je TNFSF2; angl. tumor 
necrosis factor alpha. 
TNF-R1 Receptor dejavnika tumorske nekroze; sistematično ime receptorja je TNFRSF1A, 
uporabljajo se tudi kratice CD120a, p55 in p60; angl. tumor necrosis factor receptor 
1. 
TNF-R2 Receptor dejavnika tumorske nekroze 2; sistematično ime receptorja je TNFRSF1B; 
uporabljajo se tudi kratice CD120b, p75 in p80; angl. tumor necrosis factor receptor 
2. 
TRADD Z receptorjem TNF povezana domena smrti; angl. TNF receptor associated death 
domain. 
TRAF Pomožni protein v signalnem komplesu TNF-R; angl. TNF receptor-associated 
factor. 
Zupančič T. Vpliv keratinskega citoskeleta na celični odgovor, povzročen z ionizirajočim sevanjem in citokini 
receptorjev smrti. Doktorska disertacija. Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, Ljubljana, 2020.  
 
 IX 
TRAIL Ligand, ki inducira apoptozo, soroden s TNF; uporablja se tudi ime APO2L; angl. 
TNF-related apoptosis inducing ligand. 
TRAIL-R1 Proapoptotski receptor smrti, ki veže TRAIL; uporablja se še kratica DR4; 
sistematično ime receptorja je TNFRSF10A. 
TRAIL-R2 Proapoptotski receptor smrti, ki veže TRAIL; uporablja se še kratica DR5; 
sistematično ime receptorja je TNFRSF10B. 
UV Ultravijoličen. 
XIAP Protein, ki inhibira apoptozo; angl. X-linked inhibitor of apoptosis protein. 
 
 
Omenjene oznake aminokislin 
Aminokislina: Tričrkovna oznaka:  Enočrkovna oznaka: 
Arginin Arg R 
Cistein Cys C 
Glutamin Gln Q 
Glutamat Glu E 
Glicin Gly G 
Histidin His H 
Lizin Lys K 
Serin Ser S 
Treonin Thr T 
Tirozin Tyr Y 
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1.1. Struktura in funkcija kože 
Koža je dinamično, večslojno tkivo, ki pokriva zunanjost telesa. Zagotavlja fizično 
prepustnost in zaščitno prepreko, ki regulira temperaturo telesa, uravnoteženje 
tekočin, občutke, shranjuje vodo in maščobe, metabolizira vitamin D in ščiti pred 
zunanjimi vplivi, kot so: mehanske poškodbe, ultravijolično sevanje, kemijski vplivi in 
infekcijski mikrobni organizmi. Pomembno vlogo ima tudi pri imunskem odzivu, 
obnovi ran in samoregeneraciji (Goldsmith, et al., 2012).   
Koža je široka približno 1–4 mm in je sestavljena iz treh slojev: zunanji sloj, imenovan 
epidermis, srednji sloj, imenovan dermis in notranji sloj, imenovan podkožje (Slika 
1.1).  
 
Slika 1.1: Sestava kože. Povzeto po Tintinalli, et al., 2010; Hogan, et al., 2012. 
 
Podkožje je sestavljeno večinoma iz tkiva maščevja, kolagena in prožnih vlaken. 
Povezuje dermis z mišičnim tkivom. Glavna vloga podkožja je skladiščenje vira 
energije, hkrati pa je dober izolator ter blažilec udarcev in pritiskov, s čimer dobro 
ščiti notranje organe (McGrath & Uitto, 2010).  
Dermis je podporno povezovalno tkivo. Njegova glavna sestavina so kolagen in 
prožna vlakna, ki nudijo strukturno gibljivost in natezno trdnost. V dermisu najdemo 
največ fibroblastov, miofibroblastov, makrofagov, mastocitov in celic imunskega 
sistema. Plast je sestavljena iz kompleksne mreže žilnih, živčnih in limfatičnih 
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 2 
sistemov ter zajema še dodatke, kot so: lasni mešički, žleze lojnice, ekrine in apokrine 
žleze ter nohti. Dermis sodeluje pri uravnavanju telesne temperature, regeneraciji 
kože in skladiščenju vode. Celice epidermisa oskrbuje z nutrienti in kisikom iz krvi 
(Goldsmith, et al., 2012).  
Nad dermisom je bazalna membrana, ki tvori prehod iz dermisa v epidermis.  
Epidermis je zunanji sloj kože, sestavljen večinoma iz več slojev keratinocitov, ki se 
obnavljajo, vsebuje pa tudi melanocite, Langerhansove celice in Merkelove celice. 
Keratinociti migrirajo iz bazalne plasti (t. i. stratum basale), kjer so prek 
hemidezmosomov pritrjeni na bazalno membrano, do poroženele plasti (t. i. stratum 
corneum), kjer se dokončno diferencirajo, ustavijo v fazi G1 celičnega cikla in izgubijo 
jedro ter postanejo korneociti (Dreesen, et al., 2013). V epidermisu zunanjega sloja 
kože lahko potekata dve različni obliki programirane celične smrti. Večina 
programirane celične smrti je prirejena apoptoza, kjer se mrtve celice obdržijo in 
tvorijo funkcionalno pregrado z zunanjim okoljem. Manjši del pa je običajne 
apoptoze, kjer se celice s poškodovano DNA odstranijo (Liu, et al., 1994) ali 
spremenijo obliko tkiva, tako kot na primer pri odstranitvi kratkotrajne prerasti med 
zmanjševanjem luskavičnih vzbrsti v epidermisu (Laporte, et al., 2000; Heenen & 
Simonart, 2007). Tako so keratinociti v epidermisu sposobni uravnavati ravnotežje 
med tema dvema procesoma – zakasnjeno in zmanjšano apoptozo v zgornjem sloju 
celic proti klasični apoptozi v spodnjem sloju nediferenciranih celic, da zaščitijo tkivo 
pred poškodbo. Način, s katerim celice kontrolirajo ta dva procesa, pa še ni prav 
dobro proučen.  
Epidermis je izpostavljen številnim mehanskim stresom, zaradi česar se aktivirajo 
signalne poti, ki običajno ne vodijo v apoptozo. Pri nekaterih patoloških stanjih, pri 
katerih se pojavljajo mutacije v citoskeletnih proteinih, pa celice niso sposobne v 
enaki meri kljubovati mehanskemu stresu, zaradi česar se tkivo poškoduje. V primeru 
kože, ko se mora vzdrževati funkcija kožne pregrade, takšna genetska okvara lahko 
pomeni kronično poškodbo in obsežno odstranjevanje celic z apoptozo. Ena izmed 
takšnih bolezni je bulozna epidermoliza simpleks, pri kateri se pojavlja mutacija v 
bazalnih celicah pri keratinu 5 in 14. Nediferencirani bazalni keratinociti s hudo 
mutacijo EBS se že pri blagi fizični poškodbi kože hitro pretrgajo (Bonifas, et al., 1991; 
Coulombe, et al., 1991; Lane, et al., 1992). 
Zupančič T. Vpliv keratinskega citoskeleta na celični odgovor, povzročen z ionizirajočim sevanjem in citokini 
receptorjev smrti. Doktorska disertacija. Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, Ljubljana, 2020.  
 
 3 
Keratinociti vsebujejo keratinske intermediarne filamente, ki se raztezajo prek 
celotne celice in pripenjajo celice na sosednje celice (dezmosomi) ali na celični 
matriks (hemidezmosomi).  
Oblika celice in tkiva je v veliki meri odvisna od citoskeleta, ki je pri sesalcih 
sestavljen iz aktinskih filamentov, mikrotubulov in intermediarnih filamentov. Ti trije 
tipi filamentov so med seboj močno prepleteni in celicam omogočajo prožnost, 
koordinirajo celično gibljivost, zagotavljajo intracelično gibanje in so vpleteni tudi v 
celično signaliziranje.  
 
1.2. Intermediarni filamenti 
Intermediarni filamenti imajo zelo ohranjeno osrednjo α-helikalno dvojno vijačnico, 
N-terminalno “glavo” in C-terminalni “rep”, ki sta različnih velikosti. Osrednji del, ki 
je sestavljen iz ponavljajoče se heptadne strukture (hidrofobnih aminokislin, kjer sta 
prva in četrta pogosto apolarni), ima glavno vlogo pri sestavljanju filamentov. -
helikalni del (palica) je ločen s tremi povezovalnimi deli L1, L1-2 in L2 v 4 segmente 
(1A, 1B, 2A in 2B). Na začetku heliksa 1A in na koncu heliksa 2B je zelo podobna 
sekvenca, zato se te regije najpogosteje uporabljajo za prepoznavo intermediarnih 
filamentov (Fuchs & Weber, 1994; Herrmann & Aebi, 2004). 
Dva polipeptida intermediarnega filamenta se med seboj povežeta v dvojno vijačnico 
in tvorita dimere. Dimere se med seboj povežejo v tetramere, ki pa se pritrdijo drug 
za drugim, da tvorijo filamente. Vsak filament vsebuje približno 8 protofilamentov, ki 
se prepletajo kot vrv (Slika 1.2).  
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Slika 1.2: Shema nastanka intermediarnega filamenta. Prirejeno po Chamcheu, 2010. 
 
Intermediarne filamente lahko razvrstimo v 5 skupin: keratine, dezmine, vimentine, 
nevrofilamentne proteine in glialni fibrilarni kisli protein. Študije so pokazale, da so si 
ti proteini biokemijsko, imunološko in strukturno podobni.  
Pozneje so intermediarne filamente razvrstili glede na homologijo v α-helikalni 
domeni (I–V). Keratini zavzemajo tipa I in II. Vimentin, dezmin, glialni fibrilni kisli 
protein in periferin spadajo v skupino tipa III, saj imajo njihove sekvence >70 % 
podobnost. V skupino tipa IV spadajo nevrofilamentni proteini in α-internexin. 
Lamini pa sestavljajo skupino tipa V (Fuchs & Weber, 1994). 
Intermediarni filamenti imajo ključno vlogo pri mehanski strukturi epidermalne 
celice.  
Regulirajo jih številni proteini, kot so: kinaze, receptorji, adaptorji in preostali tipi 
efektorjev, ki sodelujejo v signalni mreži in regulirajo celični cikel, programirano 
celično smrt in celični odziv na stres (Coulombe, et al., 2000; Oshima, 2002; Paramio 
& Jorcano, 2002). 
Intermediarni proteini so regulirani še s posttranslacijskimi modifikacijami, na 
primer: farnezilacija, fosforilacija, glikozilacija in transglutaminacija, ki prispevajo k 
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funkciji in dinamiki intermediarnih filamentov. Fosforilacija na primer regulira 
organizacijo filamentov, topnost, povezovanje s proteini in zmožnost razgradnje med 
apoptozo (Coulombe & Omary, 2002; Inagaki, et al., 1996; Coulombe & Wong, 2004). 
Spremembe pri genetskem izražanju intermediarnih filamentov in fosforilacija 
proteinov služijo kot pokazatelji poškodbe tkiva. Intermediarne filamente med 
apoptozo cepijo kaspaze na ohranjenem motivu in v tem predelu so opazili mutacije, 
ki povzročijo spremenjeno razgradnjo keratinov med apoptozo (Oshima, 2002; 
Coulombe & Omary, 2002). 
Mutacije v intermediarnih filamentih lahko vplivajo na tvorbo polimer 
intermediarnih filamentov, odvisno od narave in lokacije mutacije v proteinski 
strukturi (Fuchs & Cleveland, 1998; Porter & Lane, 2003). Pri hujših motnjah v 
intermediarnih filamentih je značilna izguba integritete celice ali jedra po 
izpostavljenosti fizični poškodbi. Pri celicah v kulturi so pokazali, da je razpad 
keratinskih filamentov povezan z zmanjšano upornostjo celice na deformacije (Beil, 
et al., 2003).  
Intermediarni filamenti lahko vplivajo na prikaz, gostoto ali funkcijo receptorjev 
smrti na površini celice. Pokazali so, da par keratin K8/K18 s svojo citoplazemsko 
repno domeno interagira s TNF-R2 in tako vpliva na efektorje, kot sta JNK in NF-kB 
(Caulin, et al., 2000). Citoplazemski intermediarni filamenti lahko tudi regulirajo 
apoptozo prek vpliva na formacijo DISC takoj po aktivaciji receptorja smrti ali kje 
nižje v signalni poti. In vitro so pokazali, da se keratini K14, K17 in K18 vežejo na 
TRADD, ki je adaptorska molekula pri kompleksu TNFR1 (Inada, et al., 2001).  
Pri apoptozi so intermediarni filamenti substrati za kaspaze (Dinsdale, et al., 2004).  
 
1.2.1. Lamini 
Jedrni intermediarni filamenti (tip V intermediarni filamenti), imenovani lamini, 
sestavljajo jedrno lamino. Nahajajo se na nukleoplazemski strani pod notranjo jedrno 
membrano in povezujejo jedrne pore. So strukturni del jedrnega ovoja (Dechat, et 
al., 2008). Pomembno vlogo imajo pri celovitosti strukture celice, regulaciji 
replikacije DNA, prenosu proteinov in prepisu genov. Predstavljajo ogrodje za 
različne jedrne proteine in vzdržujejo arhitekturno strukturo interfaznega jedra 
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(Dreesen, et al., 2013). Vključeni so v sprožitev odziva na oksidativni stres (Malhas, et 
al., 2009), sestavo delitvenega vretena v mitozi (Tsai, et al., 2006) in prostorske 
razporeditve kromosomov (Guelen, et al., 2008).  
Razdelimo jih v lamine tipa A in B. Lamini tipa A se večinoma nahajajo v 
diferenciranih celicah in so v in vitro pogojih običajno povezani s kromatinom, 
medtem ko so lamini tipa B izraženi v vseh celicah med razvojem in se lahko vežejo 
na specifično regijo kromatina (Fuchs & Weber, 1994). Lamine tipa A dalje delimo na 
lamine A in lamine C, ki izhajajo iz enega gena z različnim izrezovanjem. Med lamine 
tipa B pa spadajo vsaj štirje proteini, lamin B1, B2, B3 in IV (Venables, et al., 2001).  
Večina laminov je skoncentrirana v lamini, manjši delež pa se nahaja tudi povsod po 
nukleoplazmi (Moir, et al., 2000). Delbarre in sod. so pokazali, da lamin A in lamin B1 
lahko interagirata tako homotipsko kot heterotipsko v živih celicah. Njihovi 
eksperimenti so kazali na to, da A- in B-tip laminov polimerizirajo v homopolimere, ki 
potem interagirajo s homopolimeri drugega tipa v lamini in nukleoplazmi (Delbarre, 
et al., 2006).  
Lamini in njihova struktura so pomembni tudi pri organizaciji kromatina, replikaciji in 
transkripciji DNA. Pri miših je odsotnost lamina A pomenila zmanjšano integriteto 
kromatina, ki je povezana z jedrnimi deformacijami in mehurji jedrne ovojnice 
(Sullivan, et al., 1999). Redwood in sod. so celo dokazali, da je lamin A nujno 
potreben za popravilo dvojnih prekinitev dvoverižne DNA po poškodbi z ionizirajočim 
sevanjem (Redwood, et al., 2011). 
 
1.2.2. Keratini 
Keratini predstavljajo največjo podskupino proteinov intermediarnih filamentov. 
Poznamo vsaj 30 keratinov, velikosti 40–67 kDa (Fuchs & Weber, 1994). So veliki 
strukturni proteini v epitelijskih celicah, kjer tvorijo citoplazemsko mrežo 
intermediarnih filamentov, širokih 10–12 nm. Keratinski intermediarni filamenti so 
sestavljeni iz različnih kombinacij enega tipa I in tipa II keratinov, ki jih kodirata 2 
družini po 50 genov. Veliko epitelijskih celic odraslega človeka izraža kar 10 različnih 
keratinov. Keratini imajo tkivno specifične funkcije. Tip I so tako imenovani kisli 
keratini s pKi = 4–6 (K9–K28) in tip II bazični keratini s pKi = 6–8 (K1–K8 in K71–K74) – 
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na podlagi biokemijskih lastnosti, kot sta molekulska teža in izoelektrična točka 
(Michael, et al., 2004). K1–K20 so epitelijski proteini (Fuchs & Weber, 1994). V 
različni razvojni in diferenciacijski stopnji celice se v večini epitelijskih celic pari tipa I 
in II izražajo različno. In vitro se tvorijo obligatorni heteropolimeri v razmerju 1 : 1. 
Filamenti iz različnih parov keratinov imajo druge fizikalne lastnosti in so tkivno 
specifični, glede na strukturne potrebe (natezna trdnost, fleksibilnost in dinamičnost) 
(Fuchs & Weber, 1994). 
Vsi razslojeni ploščatocelični epiteliji izražajo keratine K5/K14 (Nelson & Sun, 1983), 
medtem ko opazimo keratine K8/K18 v enostavnem epiteliju (Omary, et al., 2009). V 
bazalnem proliferativnem sloju razslojenega epitelija so izraženi K5/K14 (Moll, et al., 
1982). Ko se te celice pomikajo navzgor in diferencirajo, se nivo K5/K14 zniža in se 
inducira izražanje novega para keratinov, odvisno od tipa tkiva (Fuchs & Green, 
1980). Diferencirajoče celice (postmitotske celice) izražajo K1/K10 v koži, K4/K13 v 
notranjem razslojenem epiteliju požiralnika in K3/K12 v celicah roženice.  
Zaradi tako velikega števila različnih genov, ki kodirajo keratinske filamente, imajo ti 
zelo raznolike lastnosti sestavljanja in razpolovni čas. Omogočajo značilna vezavna 
mesta za veliko skupino proteinov kinaz in fosfataz (Pallari & Eriksson, 2006). Tako 
vplivajo na različne signalne poti, povezane s celičnimi procesi, kot so: sinteza 
proteinov, celična rast in diferenciacija celic (Ku, et al., 2002; Oshima, 2002; Koch & 
Roop, 2004; Kim & Coulombe, 2007). 
Keratini sestavljajo proteinsko ogrodje s strukturnimi in regulatornimi fukcijami na 
celično specifičen način.  
Študije, opravljene v zadnjem času, so pokazale, da keratinski filamenti niso samo 
statično ogrodje, ampak omogočajo zelo hitro in lokalizirano restrukturiranje, 
vključeno tako v migracijo, diferenciacijo kot tudi v proliferacijo celic.  
Z analizo fluorescentno označenega keratinskega citoskeleta v živih celicah so 
ugotovili, da so keratinski filamenti močno gibljivi in dinamični tudi pri celicah v 
stacionarni interfazi in da je celotna mreža v neprekinjenem gibanju. Translokacija je 
bila usmerjena proti sredini celice in so jo lahko inhibirali z nokodazolom (inhibitor 
polimerizacije mikrotubulov, ki ustavi celični cikel celice v fazi G2 ali M). Dinamičnost 
je bila najbolj opazna na periferiji celice, kjer so nastajali manjši rastoči delci (Yoon, 
et al., 2001; Windoffer & Leube, 1999; Windoffer, et al., 2004). 
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Največja vloga keratinov je ta, da tvorijo odporno in hkrati prilagodljivo ogrodje, ki 
epitelijskim celicam omogoča, da so bolj odporne proti mehanskim in nemehanskim 
stresom.   
Mutacije pri keratinu K14 so povezane z dedno kožno boleznijo, imenovano bulozna 
epidermoliza simpleks (EBS) (Omary, et al., 2004). Miši z nično mutacijo K14 imajo 
zelo razširjene mehurje in umrejo približno 2 dni po smrti, kar nakazuje na to, da je 
protein K14 pomemben pri vzdrževanju mehanske integritete razslojenih epitelijskih 
celic (Rugg, et al., 1994). K14 je vpleten še v regulacijo določenih signalnih poti, 
povezanih z apoptozo prek proteina TRADD (angl. tumor necrosis factor receptor 
type 1-associated death domain protein), ki je adaptorski protein v signalni poti 
dejavnika tumorske nekroze (TNF), in ERK (angl. extracellular signal-regulated 
kinase), ki je vpleten v regulacijo celičnega cikla in proliferacije (Yoneda, et al., 2004; 
Luggasy, et al., 2008; Russell, et al., 2010). 
Par K5/K14 je potreben za normalen razvoj in delovanje bazalnih celic ter izvaja 
nekatere edinstvene regulatorne funkcije.  
Keratini imajo še pomembno vlogo pri regulaciji apoptoze prek različnih 
mehanizmov: vežejo molekule, ki so povezane z apoptozo (Marceau, et al., 2007), 
delujejo kot fosfatna »spužva« za kinaze, aktivirane s stresom, da preprečijo možno 
aktivacijo proapoptotskih substratov (Ku & Omary, 2006), ali regulirajo ključne 
efektorje metaboličnega odziva na stres prek fosforiliranih epitopov na keratinih 
(Kim & Coulombe, 2007).  
 
1.3. Bulozna epidermoliza 
Bulozna epidermoliza (EB) je dedna bolezen kože, za katero so značilni mehanska 
občutljivost epitelijskih tkiv ter mehurji in rane, ki se ne celijo. Obstajajo štirje glavni 
tipi bulozne epidermolize: simpleks, junkcijski, distrofični tip in Kindlerjev sindrom; 
ter vsaj 25 fenotipskih podtipov in stotine različnih mutacij, ki jih povezujemo z 
boleznijo. Kronično pojavljanje mehurjev pri epitelijskih tkivih lahko vodi do hudih 
poškodb zunanjega dela očesa, prebavnega in urogenitalnega trakta ter zgornjih 
dihalnih poti. Preostali zapleti vključujejo težave zaradi zastoja rasti, anemije, 
mišične distrofije ter deformacije rok in stopal. V zelo zgodnjem otroštvu lahko v 
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najhujših primerih pride do smrti zaradi sepse, odpovedi ledvic ali zapore zgornjih 
dihalnih poti (Fine, et al., 2009). Najresnejši zaplet pri odraslih z EB je ploščatocelični 
karcinom (SCC) (Fine, et al., 2009).  
Poznamo torej 4 tipe bulozne epidermolize: bulozna epidermoliza simpleks (EBS), 
junkcijska bulozna epidermoliza (JEB), distrofična bulozna epidermoliza (DEB) in 
Kindlerjev sindrom. EBS je vezana na mehansko krhkost in mehurjavost v 
epidermisu. Delimo jo na suprabazalne in bazalne podskupine glede na 
histopatološko določeno mesto cepitve znotraj epidermisa. Pri JEB se mehurji 
razvijejo znotraj srednjega dela ali stika v predelu bazalne membrane (plast, 
imenovana lamina lucida). Pri DEB se mehurji pojavijo v najbolj zgornji plasti dermisa 
(takoj pod plastjo, imenovano lamina densa, v predelu bazalne membrane). Pri 
Kindlerjevem sindromu gre za klinični fenotip, ki je unikaten med EB (npr. 
fotosenzitivnost). Pri njem se pojavijo mehurji v različnih plasteh v predelu bazalne 
membrane ali pod njim (Fine, et al., 2008; Fine, et al., 2014). 
Bulozno epidermolizo zaznamujejo mehanska krhkost epitelijskega tkiva, mehurjenje 
in trajne rane.  
 
Tabela 1: Ultrastrukturni izsledki, glede na glavne tipe in izbrane podtipe EB. Povzeto 
po Fine, et al., 2008. 




Bulozna epidermoliza simpleks (EBS) 
EBS, lokalizirana. Bazalni sloj. Razpoka se lahko razširi na 
suprabazalni sloj. 
EBS, Dowling-Meara. Bazalni sloj v subnuklearni 
citoplazmi. 
Gosti, omejeni skupki 
keratinskih filamentov. 
EBS-mišična distrofija. Pretežno v bazalnem sloju, 
nad nivojem pritrditve 
hemidezmosomskega plaka. 
Zmanjšano povezovanje 
keratinskih filamentov s 
hemidezmosomom. 
EBS-recesivna avtosomska. Bazalni keratinociti. Odsotnost ali zmanjšanje 
keratinskih filamentov znotraj 
bazalnih keratinocitov. 
Površinska EBS. Razpoka, praviloma na 
stičišču zrnate in poroženele 
celične plasti. 
/ 
EBS, smrtna akantoliza. Suprabazalni razcep in 
akantoliza. 
Perinuklearni umik keratinskih 
filamentov. 
EBS, primanjkljaj plakofilina-1. Ločitev med celicami v 
epidermisu. 
Zmanjšani suprabazalni 
dezmosomi; perinuklearni umik 
keratinskih filamentov. 
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keratinskih filamentov s 
hemidezmosomi. 
Junkcijska EB (JEB) 
JEB-Herlitz. Lamina lucida. 
 
Izrazito manjštevilčni ali odsotni 
hemidezmosomi; odsotna sub-
bazalna gosta plošča. 
JEB-ne-Herlitz. Lamina lucida. Hemidezmosomi so lahko 
normalni ali zmanjšani in 
manjštevilčni. 
JEB-pilorična atrezija. Lamina lucida. 
 
Majhni hemidezmosomski plaki, 
pogosto z oslabljeno sub-
bazalno gosto ploščo. 
Dominantna distrofična EB (DDEB) 
DDEB, splošna. Sub-lamina densa. Normalna ali manjštevilčna 
sidrajoča vlakna. 
DDEB pri novorojenčku. Sub-lamina densa. Z elektroni goste zvezdaste 
celice v bazalnem sloju; 
manjštevilčna sidrajoča vlakna. 
Recesivna distrofična EB (RDEB)  
RDEB, huda, splošna. Sub-lamina densa. Manjkajoča ali le osnovna 
sidrajoča vlakna. 
RDEB, splošna, ostalo. Sub-lamina densa. Manjštevilčna ali le osnovno 
pojavljajoča se sidrajoča vlakna. 
RDEB pri novorojenčku. Sub-lamina densa. Z elektroni goste zvezdaste 
celice v bazalnem sloju; 
manjštevilčna sidrajoča vlakna. 
  
 
1.3.1. Bulozna epidermoliza simpleks 
Bulozna epidermoliza simpleks (EBS) je redka genetska bolezen, ki prizadene 1 na 
50.000 ljudi. Prepoznana je po intraepidermalnih mehurjih, ki se pojavijo zaradi 
citolize znotraj bazalne plasti celic, povzročenih z mehanskim stresom. V večini 
primerov je avtosomsko dominantna bolezen in se pokaže že takoj ob rojstvu. Glede 
na novejšo klasifikacijo, ločimo štiri glavne fenotipe EBS (Fine, et al., 2008): splošna 
Dowling-Meara EBS (EBS-DM, najhujša oblika – skupki keratina se pojavijo znotraj 
citoplazme bazalnih celic), splošna ne-Dowling-Meara EBS (prej znana kot Koebner 
oblika; srednje huda oblika), lokalizirana EBS (prej znana kot Weber-Cockayne EBS; 
blažja oblika EBS, kjer se mehurjenje pojavi večinoma na dlaneh in stopalih, 
suprabazalne plasti niso poškodovane) in EBS z lisasto pigmentacijo.  
Pacienti z EBS imajo točkovne mutacije v genih za keratin 14 ali keratin 5. Večina 
primerov Dowling-Meara ima mutacijo pri keratinu 14 v α-helikalni regiji na mestu 
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125 (Arg v Cys/His). Mutacije pri podtipu EBS Dowling-Meara se nahajajo v domenah, 
ki so vključene v številne kontakte znotraj intermediarnih filamentov, pomembne za 
pravilno sestavo, zato je ta oblika najhujša (Herrmann & Aebi, 1998). Pogosta 
mutacija je prav tako pri keratinu 5 na karboksilnem repu na mestu 475 (Glu v Gly) 
(Fuchs & Weber, 1994). 
Pokazali so, da so celice EBS-DM bolj odporne proti običajni apoptozi, kot pa celice z 
divjim tipom keratinov. Ta povečana odpornost je odvisna od prisotnosti mutiranih 
keratinov in od povišane aktivnosti signalne poti ERK in Akt v teh celicah. To daje še 
dodaten dokaz, da imajo intermediarni filamenti veliko večjo funkcijo, kot samo 
mehansko stabilnost celice (Russell, et al., 2010).  
Za hudo obliko EBS so značilni agregati keratinov (Kitajima, et al., 1989), kljub temu 
pa pri nestresiranih keratinocitih v kulturi ni vidnih nobenih morfoloških posledic. V 
celicah s težko mutacijo EBS-DM so pri pogojih in vitro ob temperaturnem stresu 
opazili zmanjšano stabilnost mutiranih keratinskih filamentov s težnjo po tvorbi 
manjših agregatov (Morley, et al., 1995). Ob izpostavitvi mutiranih celic 
hipoosmotskemu šoku, ki predstavlja običajni fiziološki stres za tkiva in pri katerem 
pride do prehodne napihnjenosti celic ter precejšnjih sprememb v celični obliki, so 
ugotovili, da pride do slabše regeneracije celic in hitrejše aktivacije signalne poti JNK, 
v primerjavi z divjim tipom celic (D'Alessandro, et al., 2002). Znano je, da je signalna 
pot JNK vključena v celični odgovor na zunanji stres, na primer: UV-sevanje, osmotski 
šok in mehanski stres ter ionizirajoče sevanje (Chen, et al., 1996). Prav tako so 
opazili, da se celice s težko mutacijo v keratinih še v normalnih pogojih obnašajo kot 
v pogojih stalnega stresa, saj so tudi brez osmotskega šoka zaznali povišano raven 
aktivacije signalne poti JNK (D'Alessandro, et al., 2002). S pomočjo analiz mikromrež 
so ugotovili še spremenjeno izražanje genov, vpletenih v kontrolo preživetja celic z 
EBS in signalnih poti MAPK po osmotskem šoku. Med geni s povišanim izražanjem so 
najbolj izstopale dvojno specifične fosfataze, ki so pomembni regulatorni proteini pri 
defosforilaciji aktiviranih MAP-kinaz, ERK-, JNK- in p38-poti. Tudi v tem primeru je 
bilo zaznano aktiviranje signalnih poti ERK in p38 že brez zunanjega stresa, kar kaže, 
da že sama prisotnost keratinskih mutacij deluje kot resen stresni stimulus (Liovic, et 
al., 2008).  
Zupančič T. Vpliv keratinskega citoskeleta na celični odgovor, povzročen z ionizirajočim sevanjem in citokini 
receptorjev smrti. Doktorska disertacija. Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, Ljubljana, 2020.  
 
 12 
Pri težjih oblikah EBS so opazili značilne nepravilno zložene keratine 5 in keratine 14 
v obliki keratinskih agregatov v citoplazmi bazalnih celic pri tkivnih vzorcih (Anton-
Lamprecht & Schnyder, 1982) ter celičnih kulturah celic iz pacientov (Kitajima, et al., 
1989; Ishida-Yamamoto, et al., 1991; Chamcheu, et al., 2010). Pokazali so, da se 
keratinski agregati zmanjšajo z dodatkom sintetičnih šaperonov, ki naj bi stabilizirali 
napačno zložene keratine ali jih pripravili za razgradnjo z ubikvitinom (Lee, et al., 
2008; Chamcheu, et al., 2011). 
Izredna krhkost kože bolnikov s težko obliko EBS je rezultat dvojnega učinka 
keratinskih mutacij – izgube funkcije keratinskega citoskeleta in kot posledica tega 
znižanje izražanja številnih genov, ki kodirajo proteine medceličnih in adhezivnih 
povezav (Liovic, et al., 2009). Keratinociti EBS-DM so zato zelo krhki in imajo znižane 
adhezivne lastnosti v primerjavi z zdravimi celicami. Hkrati pa je slednje lahko tudi 
prednost, saj so zato bolj mobilni in hitreje zapirajo rane, kar je pomembna 
prednost, glede na kronično pokanje kože pri bolnikih z EBS.   
Vse te spremembe zelo spominjajo na procese, ki nastopajo pred začetkom 
tumorigeneze, ko diferencirane epitelijske celice dediferencirajo v fenotip, ki je 
podoben mezenhimskemu, prek razdiranja medceličnih in adhezivnih povezav ter 
zvišanja mobilnosti celic.  
 
1.4. Karcinom bazalnih celic epidermisa 
Karcinom bazalnih celic (BCC) je bil prvič opisan leta 1827 in danes predstavlja 
najpogostejšo maligno obliko tumorja pri ljudeh. V primeru zgodnjega odkritja je zelo 
ozdravljiv. Pojavi se lahko na predelih kože, ki so izpostavljeni ali zaščiteni pred 
soncem, navadno po 40. letu starosti. Izpostavljenost soncu igra zelo pomembno 
vlogo pri razvoju in spremembi BCC. Dodatni dejavniki tveganja za razvoj BCC so 
izpostavljenost arzeniku, derivatom premogovnega katrana in sevanju, pri čemer se 
je pokazalo, da je najpomembnejši dejavnik tveganja za razvoj lezij ultravijolično 
sevanje (Crowson, 2006). 
Izpostavljenost ultravijoličnemu sevanju je najpogostejši in najpomembnejši vzrok za 
nastanek karcinoma bazalnih celic epidermisa. Medtem ko je pri ploščatoceličnem 
karcinomu (SCC) močna povezava med nastankom raka in skupno količino 
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izpostavljenosti soncu, je ta pri BCC veliko bolj zapletena. Pomembni dejavniki za 
razvoj BCC so količina izpostavljenosti, časovna razporeditev in vzorec 
izpostavljenosti. Intenzivna občasna izpostavljenost je povezana z višjo stopnjo 
tveganja za BCC kot pa neprekinjena izpostavljenost. Fizični dejavniki, kot so: bleda 
polt, rdeči ali svetli lasje, svetla barva oči prav tako vplivajo na odzivnost na UV-
sevanje (Rubin, et al., 2005). BCC je zelo pogost pojav tudi pri pacientih, ki imajo 
oslabljeno imunost, npr. pri pacientih po transplantacijah. V 80 % primerov se BCC 
pojavi na delih telesa, ki so izpostavljeni soncu, najpogosteje na glavi in vratu. Pri 
sporadičnih in družinskih primerih BCC, meduloblastomih, rabdomiosarkomih in 
drugih tumorjih je pogost vzrok nepravilno regulirana signalna pot Hedgehog, ki igra 
ključno vlogo pri razvoju vretenčarjev.  
Na podlagi ameriške študije, v kateri so zbrali podatke 3.280 pacientov z bulozno 
epidermolizo v letih od 1986 do 2002, so ugotovili, da se je rak SCC pojavil večinoma 
pri RDEB-pacientih navadno že v najstniških letih. BCC se je od vseh vrst buloznih 
epidermoliz pojavil skoraj izključno pri pacientih z obliko EBS-DM, kjer se je skupno 
tveganje dvignilo celo na 43,6 % do 55. leta starosti (Slika 1.3) (Fine, et al., 2009).  
 
 
Slika 1.3: Skupno tveganje za razvoj BCC po različnih podtipih bulozne epidermolize. Povzeto po (Fine, et al., 
2009); EBS-WC: EBS Weber-Cockayne, EBS-DM: EBS Dowling-Meara, EBS-O: EBS drugi tipi, JEB-H: junkcijska EB 
Herlitz, JEB-nH: junkcijska EB ne-Herlitz, DDEB: dominantna distrofična bulozna epidermoliza, RDEB-HS: recesivna 
distrofična bulozna epidermoliza Hallopeau-Siemens, RDEB-nHS: recesivna distrofična bulozna epidermoliza ne-
Hallopeau-Siemens.  
Bazalni celični karcinom je najpogostejša oblika kožnega raka in se navadno pojavi s 
starostjo na predelih, izpostavljenih soncu. Pri pacientih z EBS-DM se je pri samo 50 
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% pojavil na mestih, izpostavljenih soncu, in ne na predelih kroničnih brazgotin ali 
nezaceljenih ran (v nasprotju s SCC pri RDEB) (Fine, et al., 2009). Za primerjavo lahko 
služi podatek, da je ocenjeno doživljenjsko tveganje za razvoj BCC pri populaciji 
belopoltih Američanov na 28–33 % (Miller & Weinstock, 1994).  
 
1.4.1. Ionizirajoče sevanje 
Do izpostavljenosti manjšim dozam ionizirajočega sevanja (0,01–0,1 Gy) lahko pride 
prek naravnih virov (kozmični žarki, radionuklidi v zemeljski skorji), medicinskih virov 
(radioterapija in slikanje za namene diagnosticiranja), poklicnih virov (medicinski 
delavci, jedrska elektrarna) in nesreč. Čeprav prava tveganja zaradi nizke doze 
ionizirajočega sevanja pri ljudeh še niso povsem poznana in raziskana pa ocenjujejo, 
da je največje tveganje rak (Li & Athar, 2016).  
Pri ljudeh je LD50/60 (letalna doza za 50 % populacije v 60. dneh) po akutni 
izpostavitvi X- ali -žarčenju med 2,6 in 5,5 Gy (Goodhead, 2009).   
Ionizirajoče sevanje, v primerjavi z drugimi naravnimi endogenimi procesi ali 
fizikalnimi ali kemičnimi agensi izjemno učinkovito povzroča hude biološke posledice. 
Razlog za to je, da je sevanje vedno poteka v obliki strukturiranih ionizirajočih prog 
vzdolž poti nabitih delcev, ki prehajajo celice in tkiva kot sekundarni delci sevanja 
fotona (sekundarni elektroni) ali nevtrona (sekundarni protoni), ali kot direktni 
primarni in sekundarni delci v sevanju alfa- ali beta-delcev. Pri izpostavljenih celicah 
povzroči hude poškodbe v DNA, najpogosteje enojne ali še nevarnejše dvojne 
prekinitve vijačnice (Goodhead, 2009).  
Celice so razvile mehanizme, ki ustavijo delitev celice, dokler se poškodba ne 
popravi. Nepopravljena poškodba DNA aktivira apoptotsko celično smrt ali postane 
grožnja za genetsko integriteto in lahko preraste v mutacije, ki so povezane s 
karcinogenezo (Biedermann, et al., 1991).  
 
1.5. Celična apoptoza 
Celični samomor imenujemo programirana celična smrt ali apoptoza. To je proces, s 
katerim večcelični evkarionti uravnavajo število celic v tkivih in s katerim se 
odstranijo posamezne celice, ki ogrožajo preživetje organizma. Apoptoza ima ključno 
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vlogo pri razvoju in homeostazi metazoans. Ena najbolj poznanih in proučevanih vlog 
apoptoze je pri preprečevanju razvoja raka (rasti tumorja). Prav napake v apoptotski 
signalni poti so namreč ena izmed glavnih značilnosti raka. Med apoptozo se aktivira 
specifična družina cistenskih proteaz, kaspaze, in proteolizira veliko število 
substratov, kar povzroči propad apoptotske celice. Morfološke spremembe, ki jih 
sprožijo kaspaze, vključujejo skrčenje celice, kondenzacijo kromatina, fragmentacijo 
DNA in sčasoma razpad celice na majhne fragmente, ki jih nato zajamejo sosednje 
celice.  
Poznamo dve poti sprožitve apoptoze: notranjo in zunanjo. Notranja pot se lahko 
sproži zaradi stresa, ultravijoličnega/ionizirajočega sevanja ali aktivacije onkogenov 
in je rezultat zaznavanja znotrajceličnih signalov, kot je npr. poškodba DNA. Zunanjo 
pot apoptoze pa sprožijo ekstracelularni ligandi z vezavo na specifične 
transmembranske receptorje, ki aktivirajo kaspaze znotraj celic in celično smrt. Eden 
izmed takih ligandov je še TRAIL, ki spada v skupino kemoterapevtskih agentov 
(kemoterapevtikov) in selektivno cilja najrazličnejše rakaste celice, brez vpliva na 
normalne celice. Terapevtska uporaba drugih članov superdružine TNF, kot sta npr. 
FasL in TNF, je omejena zaradi hudih stranskih učinkov. Znano je, da ti ligandi 
aktivirajo onkogeno pot NF-B, medtem ko TRAIL nima velikega vpliva na aktivacijo 
te poti in ga zato obravnavajo kot varen terapevtik. Pomembno vlogo igra še pri 
imunskem nadzoru hitro rastočih in metastatičnih rakastih celic z naravnimi celicami 
ubijalkami (Wiley, et al., 1995).  
Senescenca je nepovraten zastoj v celičnem ciklu, ki mu je podvržena vsaka 
normalna celica po določenem številu podvojitev (Hayflick & Moorhead, 1961). 
Sprožijo jo tudi različni notranji ali zunanji dražljaji, vključno s krajšanjem telomer ali 
sprememb v strukturi telomer, aktivacijo onkogenov, poškodbo DNA ali oksidativnim 
stresom, ali zaustavitvijo rasti prek aktivacije tumor supresorja p53 (Campisi & di 
Fagagna, 2007). Senescenca se pojavi pri mitotskih celicah, pri katerih se lahko 
razvije rak.  
S senescenco povezana -galaktozidaza je najpogostejši marker, uporabljen za 
identifikacijo senescenčnih celic (Dimri, et al., 1995). Najverjetneje gre za lizosomsko 
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-galaktozidazo, ki odraža povišano aktivnost lizosomov, značilno za senescenčne 
celice (Lee, et al., 2006).  
 
1.6. Odziv celic na prekinitve dvoverižne DNA 
Poškodbe DNA sprožijo kompleksno signalno kaskado, ki jo imenujemo odgovor na 
poškodbe DNA (angl. DNA damage response, DDR). Kot posledica sprožitve te 
signalne kaskade se sprožijo številne aktivnosti v celici, kot so: poti aktivacije DNA-
popravila, zaustavitev celičnega cikla, ki omogoči čas za popravilo ter začetek 
senescence ali apoptoze (Burgess, et al., 2014). 
Fosforilacije so ene od glavnih posttranslacijskih modifikacij pri celičnem 
signaliziranju. Regulirajo lahko: aktivnost, stabilnost substratov, interakcijo z drugimi 
proteini in lokalizacijo v celici. Cikli fosforilacij in defosforilacij lahko zelo natančno 
regulirajo funkcijo in pretvorbo encima. Za različne signalne poti so pogosto značilne 
kaskade fosforilacij proteinov (Shiloh & Ziv, 2013).  
Prekinitve dvoverižne DNA lahko nastanejo zaradi povzročiteljev poškodb DNA, 
razpada zastalih replikacijskih vilic ali v odgovor nepokritim telomeram. Nastanejo 
lahko tudi kot intermediati pri mejotski rekombinaciji (Shiloh & Ziv, 2013).  
Celica gre pri svoji delitvi skozi štiri celične faze: G1, S, G2 in M. Pred začetkom mitoze 
napreduje prek treh nadzornih točk za poškodbo DNA: G1/S, S in G2/M. Signaliziranje 
nadzornih točk se aktivira kot odgovor na nepopolno podvojevanje DNA, zaradi 
zastalih replikacijskih vilic in poškodovane DNA, ki lahko nastane zaradi notranjih ali 
zunanjih izvorov, kot so: UV-svetloba, ionizirajoče sevanje, reaktivne kisikove spojine 
ali kemoterapevtski agenti. Aktivne nadzorne točke onemogočijo napredovanje 
celice skozi celični cikel. Če so poškodbe DNA tako hude, da jih celica ne more 
popraviti, se vklopijo dodatne signalne poti, ki vodijo v celično smrt (Kastan & Bartek, 
2004).  
Nepopravljene prekinitve dvoverižne DNA lahko resno ogrozijo replikacijo DNA pri 
celicah, ki se delijo. To navadno vodi v celično smrt ali pusti kromosomske napake, 
kar posledično vodi v cikel nadaljnjih genomskih sprememb in tako v nastanek raka. 
Pri koordiniranem napredovanju po fazah celičnega cikla je najpomembnejša 
fosforilacija proteinov (Reinhardt & Yaffe, 2009). Ključno vlogo pri tem imajo od 
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ciklinov odvisne kinaze (angl. cyclin-dependent kinases, CDK), družina 
serinskih/treoninskih kinaz, ki tvorijo katalitsko aktivne heterodimerne komplekse s 
ciklini.     
Faza S, med katero se genom podvoji, se začne s fosforilacijo, ki jo spodbudijo CDK4-
ciklin D, CDK6-ciklin D in CDK2-ciklin E. Nadaljevanje faze s fosforilacijo koordinirata 
kompleksa CDK2-ciklin E in CDK2-ciklin A. Fosforilacija proteinov je ključna še v fazi 
M, kjer je napredovanje odvisno od CDK1-ciklina A in CDK1-ciklina B ter preostalih 
mitotskih serinskih/treoninskih kinaz (kinaza Aurora, Polo-podobna kinaza 1), ki 
fosforilirajo substrate. Aktivnost kinaz mora biti pri prehodu G1/S in G2/M močno 
nadzorovana s CDK-inhibitorji oziroma aktivatorji in direktno (de)fosforilacijo 
kinaznih ali ciklinskih podenot, da se preprečijo napačna napredovanja celic po 
celičnem ciklu (Reinhardt & Yaffe, 2013).  
Celični odziv na prekinitve dvoverižne DNA je zelo organizirana kaskada dogodkov, ki 
jih lahko razdelimo v več faz. V zgodnji fazi se pri prekinitvah zbere velika, 
heterogena skupina proteinov, ki jih imenujemo senzorji ali posredniki. Ti proteini 
tvorijo velike komplekse, ki jih lahko opazujemo s fluorescenčnim mikroskopom kot 
žarišča v jedru (nuclear foci). Na tem mestu pride do obsežnih posttranslacijskih 
modifikacij (fosforilacija, ubikvitinacija, sumoilacija, acetilacija, metilacija in 
poli(ADP)ribozilacija) proteinov v kompleksu kot tudi histonov, ki se nahajajo v bližini 
prekinitev. Slednje hkrati vodi do epigenetskih sprememb v okolici. Eden 
pomembnejših histonov, ki se fosforilira je histon H2A.X (γH2A.X). Nastanek žarišč 
spremlja aktivacija tako imenovanih prenašalcev, ki so kinazni proteini (npr. ATM) in 
ki sprožijo močan in razširjen signal do številnih efektorskih proteinov (Shiloh & Ziv, 
2013). 
Po nastanku prekinitev dvoverižne DNA se na mestu prekinitve vzpostavi tako 
imenovani kompleks MRN, ki je sestavljen iz proteinov MRE11, RAD50 in NBS1. Ta 
kompleks se veže na konce prekinitve vijačnice DNA in pritegne kinazni protein ATM 
(angl. ataxia telangiectasia mutated) na mesto prekinitve. Najpomembnejša vloga 
proteina ATM je, da pritegne popravljalne proteine k poškodbi DNA tako, da 
fosforilira histon H2AX. Pri tem nastane fosfo-epitop, ki ga nato uporabi BRCT 
(BRCA1 carboxy-terminal) domena MDC1 (angl. mediator of DNA damage checkpoint 
protein 1). Fosforilacija MDC1 s kazein kinazo 1 (angl. casein kinase 1, CK1) povzroči, 
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da se na mesto poškodbe pritegne še več kompleksov MRN in proteinov ATM in na 
MDC1 se vzpostavi vezavno mesto za domeno ubikvitinske ligaze RNF8 (angl. RING 
finger 8), ki nato ubikvitinira histon H2AX in omogoči vezavo kompleksa RAP80 (angl. 
receptor-associated protein 80) -Abraxas-BRCA1 (angl. breast cancer 1). ATM 
vzporedno fosforilira in aktivira kinazo kontrolne točke 2 (angl. checkpoint kinase 2, 
Chk2), ki naprej fosforilira in inhibira fosfatazi CDC25B in CDC25C iz družine Cdc25, 




Slika 1.4: Shema odgovora celice na poškodbo DNA. Povzeto po Reinhardt & Yaffe, 2013. 
 
Nastali fosfo-epitopi posredujejo pri vezavi proteina 14-3-3 in nadaljnji inhibiciji 
proteinov CDC25 (Reinhardt & Yaffe, 2013). Med normalnim celičnim ciklom vstop v 
fazo M sproži povišana aktivnost CDK1-ciklin B-kompleksa, ki ga najprej aktivira 
CDC25B. Aktiviran CDK1-ciklin B pa nato aktivira CDC25C in ustvari avtoaktivacijski 
krog, s čimer se ojača vstop v mitozo (Donzelli & Draetta, 2003).   
Poleg proteina ATM lahko tudi protein ATR (angl. ataxia telangiectasia mutated rad3-
related) fosforilira protein BRCA1. Razlika med proteinoma ATM in ATR je v glavnem, 
da ATM fosforilira histon H2AX kot odgovor na poškodovano DNA, medtem ko lahko 
protein ATR fosforilira histon H2AX tudi med normalno podvojitvijo DNA. Oba pa 
lahko aktivirata protein BRCA1 indirektno ali direktno prek fosforilacije motiva SQ 
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(Ser-Gln) ali TQ (Thr-Gln) na SQ gručni domeni proteina BRCA1. Indirektna pot lahko 
poteka prek fosforilacije kinaze kontrolne točke Chk2, ki je tumor supresor in ki v 
aktivirani obliki naprej fosforilira BRCA1 prek SQ gručne domene. Chk2 je odgovoren 
za hiperfosforilacijo BRCA1 na mestu Ser 988, pri čemer pri obeh proteinih pride do 
konformacijskih sprememb in ločitve proteinov (Caestecker & Van de Walle, 2013).  
Večina teh aktivnosti okoli dvojnih prekinitev dvoverižne DNA je namenjena temu, 
da se pripravi primerno okolje za popravilo poškodbe. Poleg reorganizacije in 
sprostitve kromatina postopek vključuje še procesiranje DNA-koncev, ki se 
preoblikujejo tako, da so primerni substrati za encime, in 5´-3´ izrez posameznih 
koncev DNA tako, da so posamezne vijačnice različnih dolžin in primernejše za 
popravilo. Popravilo DNA se nato nadaljuje po poti nehomolognega združevanja 
koncev (angl. non-homologous end-joining, NHEJ) ali homolognega 
rekombinantnega popravila (angl. homologous recombination repair, HRR). Večina 
dvojnih prekinitev dvoverižne DNA se popravi prek poti NHEJ, pri čemer se dva konca 
DNA zlepita, kar lahko privede do mikrodelecij oziroma izbrisa nekaj baznih parov pri 
prekinitvah. Ta pot je aktivna prek celotnega celičnega cikla, medtem ko se HRR 
pojavi samo v pozni fazi S ali fazi G2 in vključuje rekombinacijo med poškodovano 
DNA in nepoškodovano sestrsko kromatido ter je zato bolj odporna proti napakam 
(Shiloh & Ziv, 2013). Znano je, da pot NHEJ lahko sodeluje celo v reverziji apoptoze, 
kjer zlepi fragmente DNA, vendar vodi do razvoja kromosomskih translokacij in raka 
(Mukherjee, et al., 2006). 




ATM je zelo velik protein (370 kDa) in deluje kot serinska oziroma treoninska kinaza. 
Mutacija v genu ATM povzroča bolezen, imenovano ataxia telangiectasia (A-T). 
Pacienti s tovrstno mutacijo imajo večjo verjetnost nastanka timičnega limfoma ali 
drugih vrst raka. ATM-kinaza ima zelo pomembno vlogo pri popravilu prekinitev 
dvoverižne DNA in regulira stabilnost genoma ter celično preživetje (Shiloh, 2003). 
Celice bolnikov z A-T ne zaustavijo ali upočasnijo celičnega cikla po poškodbi DNA z 
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obsevanjem, saj imajo zmanjšan nadzor nad kontrolnimi točkami, kar lahko razloži 
povečano dovzetnost za nastanek raka. ATM pa ni vključen samo v popravljalne 
mehanizme, temveč je del še drugih signalnih mrež, kot so na primer: celični 
metabolizem in rast, oksidativni stres in preoblikovanje kromatina. 
V neaktivirani obliki se nahaja kot dimer. Ob prekinitvah dvoverižne DNA pride do 
razpada dimera in aktivacije monomerov, ki se preselijo v bližino teh prekinitev.  
ATM fosforilira in aktivira Chk2, kinazo kontrolne točke, ki fosforilira dalje p53, 
BRCA1, CDC25A in CDC25C (Bartek, et al., 2001).  
 
1.6.2. BRCA1 
BRCA1 je prav tako velik protein (384 kDa). Sodeluje s proteini, ki popravljajo 
poškodovano DNA, prenašalci signalov in tumor supresorji. Povezan je s kompleksi z 
različnimi funkcijami, kar nakazuje njegovo raznolikost. Različni proteini se vežejo na 
številne domene BRCA1, zaradi česar ima protein veliko funkcij, na primer pri 
nadzoru kontrolne točke celičnega cikla, regulaciji transkripcije, ubikvitinaciji 
proteinov, preureditvi kromatina, apoptozi in popravilu poškodovane DNA (Deng & 
Brodie, 2000; Zhang, et al., 2004). 
BRCA1 ima dva signala, ki usmerjata protein v jedro. Najpomembnejši signal za 
nahajanje BRCA1 v jedru je domena SQ-gruče, ki vsebuje veliko treoninskih in 
serinskih ostankov, ki se lahko fosforilirajo (Thakur, et al., 1997).  
Vloga BRCA1 v popravilu poškodovane DNA je pogosto obravnavana v literaturi za 
razlago njene tumor supresorske vloge.  
 
1.6.3. Histon H2AX 
Osnovna enota evkariontskega kromatina je nukleosom, ki je sestavljen iz 146. 
baznih parov DNA, ovitih okoli jedra histona. Jedro sestavljajo po dva histona H3, H4, 
H2A in H2B (Luger, et al., 1997). Sosednji nukleosomi so med seboj povezani z 20 
baznimi pari DNA, skupaj v kompleksu s histonom H1. Prekinitve dvoverižne DNA 
povzročijo prenos jedrnega H1.2 (izoforma histona H1) v citoplazmo, kjer sproži 
apoptozo s spodbuditvijo sprostitve citokroma c iz mitohondrija. Med programirano 
celično smrtjo se histon H2B fosforilira (na Ser 14 s pomočjo kinaze Mst1) in slednje 
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naj bi omogočilo kondenzacijo kromatina in celično smrt (Cheung, et al., 2003). Tretji 
histon, H2AX, pa se le nekaj sekund po nastanku prekinitev dvoverižne DNA 
fosforilira na serinu na mestu 139, kjer je zelo ohranjen motiv SQEY na C-koncu 
histona (Rogakou, et al., 1998).  
Protein H2AX spada v družino histonov H2A, kamor spadajo med drugim še H2A1-
H2A2 in H2AZ (West & Bonner, 1980). Vsak od njih ima podobno lego na različnih 
nukleosomih, zaradi česar so nukleosomi tudi tako raznoliki. Rogakou in sodelavci so 
dokazali, da je fosforiliran H2AX, H2AX, zgoden in občutljiv pokazatelj prekinitev 
dvoverižne DNA in fragmentacije DNA med apoptozo (Rogakou, et al., 2000). 
Fosforilirajo ga kinaze iz družine kinaz sorodnim fosfatidilinozitol 3-kinazam, kot so: 
ATM, ATR in DNA-PK, ki tvorijo velike kromatinske domene fosforiliranega H2AX 
(H2AX) okoli prekinitev dvoverižne DNA. Glavna kinaza, ki fosforilira H2AX kot odziv 
na poškodbo DNA po ionizirajočem sevanju je kinaza ATM (Burma, et al., 2001). 
Mukherjee in sodelavci so pokazali, da je med apoptozo odgovorna kinaza za 
fosforilacijo H2AX kinaza DNA-PK, medtem ko je ATM v tem primeru pogrešljiva 
(Mukherjee, et al., 2006). Pri apoptozi sodeluje pri kondenzaciji kromatina in 
agregaciji jedrnih fragmentov (Mukherjee, et al., 2006). Predvsem pa H2AX deluje 
kot ogrodje za zaporedno pripajanje in zadržanje ključnih faktorjev, ki so vpleteni v 
odgovor na poškodbo DNA ter kompleksov, ki sodelujejo pri preureditvi kromatina 
na mestih poškodbe DNA in vpliva na učinkovitost popravila prekinitve dvoverižne 
DNA (Thiriet & Hayes, 2005; Downs, et al., 2004). 
 
1.6.4. pChk2 
Chk2 je 65kDa velik protein, ki se nahaja v jedru proteina in ima 3 različne 
funkcionalne domene. Na N-koncu je regija, ki je bogata s pari aminokislin Ser-Gln 
ter Thr-Gln, imenovana gručna domena SQ/TQ. Ti motivi so ključni pri fosforilaciji s 
kinazami iz družine kinaz sorodnim fosfatidilinozitol 3-kinazam, kot sta recimo ATM 
in ATR. Domena, ki je povezana z vilicami med baznim parom 112 in 175, je 
odgovorna za povezavo s fosforiliranimi proteini, kot je lahko na primer tudi druga 
molekula Chk2 (prek gručne domene SQ/TQ). Obe zgoraj opisani domeni sta torej 
vključeni v odziv celice na poškodbe DNA. Kinazna domena se nahaja na C-koncu 
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proteina. Katalitična funkcija proteina se aktivira s fosforilacijo polipetidne regije, ki 
leži znotraj kinazne domene (Zannini, et al., 2014).  
Po poškodbi DNA ATM fosforilira Chk2 na mestu T68 in ostalih preostankih v gručni 
domeni SQ/TQ. Te fosforilacije povzročijo konformacijske spremembe in dimerizacijo 
Chk2 prek gručne domene SQ/TQ enega proteina in domene, ki je povezana z 
vilicami, na drugem proteinu. Dimerizacija spodbudi avtofosforilacijo, kar spet 
povzroči konformacijske spremembe in odcepitev dimer v popolnoma aktivne 
monomere.  
Kontrolne točke celičnega cikla koordinirajo napredovanje celičnega cikla s 
popravljalnimi mehanizmi. Z zaustavitvijo celičnega cikla celici omogočijo dovolj časa, 
da se poškodbe popravijo preden nastopijo kritični procesi DNA-replikacije in mitoze. 
V prisotnosti dvojnih prekinitev dvoverižne DNA Chk2 ustavi celični cikel v fazi G1/S in 
G2/M prek številnih mehanizmov.  
Mehanizem pri ustavitvi cikla v fazi G1/S vključuje fosforilacijo in poznejšo razgradnjo 
Cdc25A-fosfataze s proteasomom. Slednje preprečuje, da bi se od ciklina odvisna 
kinaza 2 (Cdk2), potrebna za napredovanje faze G1/S in S, defosforilirala. V drug 
možni mehanizem zaustavitve celice v tej fazi pa je vključena fosforilacija p53 z ATM 
in Chk2, ki stabilizira in aktivira tumor supresor p53. Tak aktiviran p53 poviša 
izražanje p21, ki je inhibitor od ciklina odvisnih kinaz, kar vodi do zaustavitve celice v 
fazi G1/S. Ta mehanizem je v uporabi predvsem za vzdrževanje celice v tej fazi, in ne 
toliko za sam začetek zaustavitve v tej fazi.  
Mehanizmi za zaustavitev celice v fazi G2/M so podobni tistim v fazi G1/S. V tem 
primeru Chk2 fosforilira Cdc25C, zaradi česar se Cdc25C premakne v citoplazmo prek 
interakcije s proteini 14-3-3. V citoplazmi pa Cdc25C ne more defosforilirati in 
aktivirati ciklin B1-Cdk1-kompleksa, ki je potreben za prehod iz faze G2/M. 
Poznane so še nekatere druge poti zaustavitve celičnega cikla, kjer Chk2 igra 
pomembno vlogo, vendar njihova vloga pri odzivu na poškodovano DNA ni znana.   
 
1.7. Zunanja pot apoptoze in signalni poti TNF, TRAIL 
Že pred več kot stoletjem je William B. Coley poročal o protitumorskem delovanju 
imunskega sistema. Tumorje je poskušal zdraviti s cepivom iz mrtvih bakterij 
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(streptokokov), saj so bili tedaj že znani primeri spontanih regresij tumorjev in celo 
nekaterih ozdravitev bolnikov z akutnim površinskim vnetjem (Coley, 1893). Šele 
nekaj desetletij pozneje so iz gram-negativnih bakterij izolirali endotoksin ali 
lipopolisaharid, ki je povzročil nekrozo hemoragičnega tumorja pri miškah in pozneje 
še nekrozo tumorja s pomočjo seruma iz mišk, ki so jih tretirali z lipopolisaharidom 
(O'Malley, et al., 1962). Leta 1975 so ob odkritju novega citotoksičnega faktorja, ki ga 
proizvajajo makrofagi prvič uporabili izraz dejavnik tumorske nekroze (TNF, angl. 
tumor necrosis factor) (Carswell, et al., 1975).   
Danes je znanih 19 različnih ligandov, ki spadajo v superdružino TNF (Aggarwal, 
2003). Najbolj poznani med njimi so: TNF (TNF-), LT (imenovan tudi TNF-, angl. 
lymphotoxin), TRAIL (angl. TNF-related apoptosis induced ligand, imenovan tudi 
APO2L), RANKL (angl. receptor activator of nuclear factor-B; imenovan tudi 
TRANCE, angl. TNF-related activation-induced cytokine, ali OPGL, angl. 
osteoprotegerin ligand), VEGI (angl. vascular endothelial cell-growth inhibitor), BAFF 
(angl. B-cell-activating factor), ligand CD95L (imenovan tudi Fas ligand). TNF-
homologna domena na C-terminalnem koncu, ki ima pri članih družine od 20- do 30-
odstotno enako aminokislinsko zaporedje, je odgovorna za vezavo na receptor. 
Večina teh proteinov se s proteolizo sprosti s površine celic. Zanimiva značilnost teh 
ligandov je njihova dvojna vloga, na primer membransko vezani ligand CD95L uniči 
človeške T-limfocite periferne krvi, medtem ko topni CD95L blokira uničenje (Suda, 
et al., 1997). 
Člani družine ligandov TNF interagirajo s svojimi sorodnimi receptorji, ki spadajo v 
družino TNF-receptorjev. Poznanih je 29 receptorjev, zanje pa je značilno, da imajo 
na zunajceličnem delu celice domene, ki so bogate s cisteini. V to superdružino so 
vključeni še vabni receptorji (angl. decoy receptors) (DCR1, DCR2, DCR3 in OPG – 
osteoprotegerin), ki zmanjšajo signaliziranje liganda (Aggarwal, 2003).  
Ligande iz družine TNF večinoma izražajo celice imunskega odziva, medtem ko se 
receptorji TNF nahajajo na veliko različnih celicah.   
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TNF- je transmembranski protein tipa 2, tj. prehaja membrano enkrat in ima N-
terminalni konec znotraj celice in C-konec zunaj celice ter tvori stabilne 
homotrimere. S pomočjo encima metaloproteaze TACE (angl. TNF alpha converting 
enzyme) se sprosti topen homotrimerni citokin sTNF- (51 kDa). Pri koncentracijah, 
nižjih od nanomolarnega območja, tak topen homotrimer teži k disociaciji, s čimer 
izgubi svojo biološko aktivnost (Wajant, et al., 2003).  
Večinoma ga izražajo makrofagi pa tudi preostala tkiva, vključno z limfoblasti, 
mastociti, endotelijskimi celicami, fibroblasti in nevronskim tkivom. Topni TNF se 
sprosti kot odgovor na lipopolisaharide in druge produkte bakterij. Skupaj s 
preostalimi citokini ima ključno vlogo pri septičnem šoku. Visoke koncentracije TNF 
povzročajo šoku podobne simptome. Pri daljši izpostavljenosti nizkim koncentracijam 
pa se lahko razvije kaheksija (sindrom, pri katerem presnovne spremembe vodijo do 
shiranosti oziroma izgube telesne mase), kot na primer pri rakavih bolnikih (Beutler, 
et al., 1985). TNF ima zelo širok spekter bioaktivnosti in v večini celic izzove vsaj 
nekaj odzivnosti. V splošnem velja, da predstavlja TNF glavni provnetni posrednik, ki 
ima zmožnost inducirati apoptozo. V (pato)fizioloških situacijah kaže izjemno 
funkcijsko dvojnost, saj je lahko vpet tako v regeneracijo in širjenje tkiv kot tudi v 
njihovo uničenje (Fontaine, et al., 2002; Kontoyiannis, et al., 1999). Zaradi močne 
provnetne in imunostimulatorne aktivnosti je TNF pomemben dejavnik pri številnih 
avtoimunskih boleznih, kot sta revmatoidni artritis in vnetna črevesna bolezen 
(Chronova bolezen). Pri zadnji se lahko stanje močno izboljša z zdravljenjem 
pacientov z nevtralizatorji TNF (Taylor, et al., 2000; Blam, et al., 2001). Dosedanje 
raziskave kažejo, da na končni učinek TNF in vivo vplivajo tip tkiva, neposredno 
celično okolje, sestava receptorja TNF, časovni okvir in trajanje delovanja TNF.  
Prva opisana vloga TNF je bila njegova aktivnost pri zmanjševanju tumorja, od tod 
izvira tudi njegovo ime. Najprej so nameravali TNF uporabiti kot zdravilo proti raku, 
saj je kazal široko uporabno močno citotoksično aktivnost pri tumorskih celicah in 
vitro (Sugarman, et al., 1985), nato pa se je izkazalo in vivo, da je delovanje TNF 
močno odvisno od delujočega imunskega odziva in zelo verjetno neodvisno od 
direktne sposobnosti TNF za induciranje apoptoze pri tarčnih tumorskih celicah 
(Hock, et al., 1993). Pri sistemskem doziranju ima TNF lahko hude stranske učinke, 
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od simptomov, podobnih influenci, do razvoja življenjsko ogrožajočih simptomov 
šoka (Männel & Echtenacher, 2000). 
Trimerizacija receptorjev po vezavi liganda je dolgo veljala za ključni dogodek pri 
aktivaciji signala v celico. Zdi pa se, da je začetna aktivacija receptorjev bolj 
zapletena, saj se tudi v odsotnosti liganda homofilno povežejo receptorske molekule 
s pomočjo oddaljenih domen, bogatih s cisteinom. Te domene lahko torej držijo 
receptorje v homomultimerni obliki in nasprotujejo spontani avtoaktivaciji, kar se 
lahko pogosto opazi pri čezmernem izražanju (Chan, et al., 2000).  
TNF-R1 se izraža v skoraj vseh tkivih, ekspresija TNF-R2 pa je močno regulirana in se 
navadno nahaja na membranah celic imunskega sistema. Pri večini celic je videti, da 
je TNF-R1 glavni mediator TNF-signaliziranja. Oba receptorja, TNF-R1 in TNF-R2, 
vežeta TNF, ki je integriran v membrano, kot tudi topni TNF, vendar TNF-R2 lahko 
popolnoma aktivira samo membranski TNF, ne pa tudi topni TNF (Grell, et al., 1995).  
TNF-R1 je predstavnik poddružine TNF-receptorjev z domeno smrti (death domain-
containing receptors) in pritegne druge proteine z domeno smrti (Tartaglia, et al., 
1993; Schulze-Osthoff, et al., 1998). TNF-R2 pa je predstavnik poddružine TNF-
receptorjev, ki interagirajo s proteinom TRAF (angl. TRAF-interacting receptor, TRAF: 
TNF receptor-associated factor) in inducirajo gensko izražanje.  
1.7.1.1. Signaliziranje prek TNF-receptorjev smrti 
Klasično signalno apoptotsko pot so najprej opisali na receptorju smrti Fas (CD95 ali 
TNFRSF6). Razlikujemo med dvema tipoma signaliziranja prek kompleksov 
receptorjev smrti. Prva skupina tvori DISC-kompleks (angl. death-inducing signaling 
complex) in vključuje receptorje Fas, TRAIL-R1 in TRAIL-R2 (Peter & Krammer, 2003). 
Rezultat nastanka DISC-kompleksa je aktivacija kaspaze-8, ki igra ključno vlogo pri 
prenosu signala (glej poglavje 1.7.2). Drugo skupino sestavljajo TNF-R1, DR3, DR6 in 
EDAR, ki privabijo različno skupino molekul, ki prenašajo tako apoptotski kot tudi 
preživetveni signal v celico.  
Signaliziranje prek TNF-R1 se razlikuje od signaliziranja prek receptorja Fas ali TRAIL-
R1/R2. Domena smrti, ki se nahaja na citoplazemski strani TNF-R1 pritegne 
adaptorski protein TRADD (angl. TNF receptor associated-protein with death 
domain) po aktivaciji receptorja TNF-R1 z vezavo TNF- (Hsu, et al., 1995). TRADD pa 
Zupančič T. Vpliv keratinskega citoskeleta na celični odgovor, povzročen z ionizirajočim sevanjem in citokini 
receptorjev smrti. Doktorska disertacija. Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, Ljubljana, 2020.  
 
 26 
nato dalje pritegne druge signalne proteine, na primer TRAF2 (angl. TNF receptor 
associated protein 2), RIPK1 (angl. receptor associated protein kinase 1) in celični 
inhibitor apoptoze cIAP1 ter cIAP2 (angl. cellular inhibitor of apoptosis) in LUBAC 
(angl. linear ubiquitin chain assembly complex) (Tokunaga, et al., 2009). Ta skupek 
proteinov imenujemo kompleks I (Chen & Goeddel, 2002; Muppidi, et al., 2004; 
Karin, 2006; Shu, et al., 1996). Kompleks I nato pritegne kinazo IB (IKK) prek Lys63-
specifične poliubikvitinacijske verige na RIPK1, kar vodi do aktivacije NF-B. V 
normalnem stanju protein IB interagira z dimerom NF-B, s čimer zaščiti zaporedje, 
ki bi usmerilo NF-B v jedro in ta kompleks ostane v citoplazmi. Po vezavi TNF, pa se 
stimulira proteolitska razgradnja IB, kar sprosti NF-B v jedro (Perkins, 2000). Za 
popolno aktivacijo je potrebna še fosforilacija podenot NF-B, v kar so vključene 
številne kinaze, kot na primer MAPK in izoforme protein kinaze C (PKC) (Ea, et al., 
2006; Li, et al., 2006; Wu, et al., 2006). NF-B sproži prepis tako več dodatnih 
citokinov kot tudi več antiapoptotskih proteinov, kot so cIAP1, cIAP2 in c-FLIP, ki 
preprečijo celično smrt in vzdržujejo vnetno stanje (Chu, et al., 1997; Kreuz, et al., 
2001; Micheau, et al., 2001; Wang, et al., 1998). 
Po odcepitvi kompleksa I ter ob pripojitvi proteina FADD (angl. Fas-associated 
protein with death domain) in prokaspaze-8 nastane kompleks II (Micheau & 
Tschopp, 2003). Aktivnost kompleksa II inhibira c-FLIP, ki je homolog proteaze 
kaspaze-8 in tekmuje s kaspazo-8 za vezavo na FADD (Irmler, et al., 1997). Takšna 
inhibicija se sprosti šele z aktivacijo ubikvitin ligaze E3 (Itch) in/ali z zaključkom NF-B 
transkripcijske aktivnosti z dodatkom inhibitorjev sinteze proteinov, ki ustavi sintezo 
c-FLIP (Chang, et al., 2006; Kreuz, et al., 2001; Micheau, et al., 2001). 
Po vezavi na TNF-R1 lahko TNF- sproži apoptozo prek dveh različnih poti aktivacije 
kaspaze 8, ki se razlikujeta v prisotnosti RIPK1. Nivo c-FLIP nadzira pot, ki je 
neodvisna od RIPK1. Preživetvena signala, kot sta aktivacija NF-B (Kreuz, et al., 
2001; Micheau, et al., 2001) in kinaze PI-3 (Panka, et al., 2001), lahko dvigneta raven 
znotrajceličnega c-FLIP, medtem ko stresni signali, kot je aktivacija JNK, vodijo s 
pospešenim razgrajevanjem do znižanja c-FLIP (Chang, et al., 2006). Pot, pri kateri 
sodeluje RIPK1, pa kontrolirajo apoptozni inhibitorji proteini cIAP. Posledica 
sprostitve Smac (angl. second mitochondria-derived activator of caspases) iz 
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mitohondrija je avtorazgradnja cIAP1 in cIAP2, zaradi česar se iz aktiviranega 
kompleksa receptorja TNF- sprosti RIPK1 in tvori aktivacijski kompleks s kaspazo-8 
in FADD (Wang, et al., 2008).   
Jedrni faktor kappa B (NF-B) je dimerni transkripcijski faktor, ki spada v družino NF-
B/Rel. Proteini NF-B so udeleženi pri aktivaciji transkripcije velikega števila genov, 
povezanih z vnetjem, kot odgovor na citokine (TNF, IL-1), bakterijske produkte, UV-
sevanje ali reaktivne kisikove spojine (Baud & Karin, 2001). Prav tako pa NF-B 
spodbudi še antiapoptotske faktorje, kar je zelo pomembno pri regulaciji signala, 
sproženega prek TNF-R1.   
cIAP1 in cIAP2 sta tipična predstavnika družine proteinov inhibitorjev apoptoze in sta 
bila najprej odkrita kot molekule, prisotne v signalnem kompleksu TNF-R2 (Rothe, et 
al., 1995). Vežeta in inhibirata kaspazo-3 in -7 prek amino-končnih BIR-domen (angl. 
baculovirus IAP repeat).  
 
1.7.2. TRAIL 
TRAIL genetsko spada v superdružino TNF in spodbudi apoptozo prek receptorjev 
smrti. Posebnost TRAIL v primerjavi z ostalimi citokini je, da interagira s kompleksnim 
sistemom receptorjev, in sicer z dvema proapoptotskima receptorjema smrti (TRAIL-
R1, imenovan tudi DR4, in TRAIL-R2, imenovan tudi DR5) ter tremi antiapoptotskimi 
vabnimi receptorji. Vabna receptorja DcR1 (angl. decoy receptor 1) in DcR2 (angl. 
decoy receptor 2) imata podobno homologijo zunajceličnim domenam TRAIL-R1 in 
TRAIL-R2. Medtem ko DcR1 sploh nima citoplazemske regije in je v membrano 
vsidran prek glikofosfolipidnega dela, ima DcR2 okrnjeno in nedelujočo 
citoplazemsko smrtno domeno. Oba receptorja tako ne moreta prenašati 
apoptoznega signala in sta kompetitivna inhibitorja, ki regulirata apoptozo, sproženo 
s TRAIL (Degli-Esposti, et al., 1997; Held & Schulze-Osthoff, 2001). Tretji vabni 
receptor je osteoprotegerin (OPG) in je topni receptor. Ima sicer nižjo afiniteto do 
TRAIL pri fiziološki temperaturi (Emery, in drugi, 1998), so pa pokazali, da je lahko 
pomemben preživetveni faktor pri nekaterih rakastih celicah (MacFarlane, et al., 
1997). 
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TRAIL se izraža kot transmembranski protein tipa 2, njegova ekstracelularna domena 
pa se lahko proteolitično odstrani s površine celice. Tako kot preostali člani družine, 
TNF tvori homotrimer, ki veže tri molekule receptorja, vsakega na stičnem mestu 
med podenotama. Za stabilnost trimera in optimalno biološko aktivnost je ključen 
cinkov atom, ki se veže na cisteine (Hymowitz, et al., 2000).  
Obstajata zunanja in notranja pot aktivacije apoptoze prek TRAIL. Zunanja pot se 
sproži z vezavo liganda TRAIL na celične receptorje TRAIL-R1 in/ali TRAIL-R2. Vezava 
liganda povzroči povezavo treh receptorjev in nastanek kompleksa DISC (angl. death-
inducing signaling complex) na citoplazemski strani celične membrane (Falschlehner, 
et al., 2007). Sledita prenos adaptorskega proteina FADD (angl. Fas-associated death 
domain protein), ki ima tako domeno smrti (DD, angl. death domain) kot tudi 
efektorsko domeno smrti (DED, angl. death effector domain) in je ključen za 
apoptozo, spodbujeno s TRAIL (Cao, et al., 2011), do kompleksa DISC in interakcija z 
domeno DD. To olajša vezavo prokaspaze 8/10 prek njihovih domen DED. Da se 
sproži apoptoza prek te zunanje poti, je potrebna še samoaktivacija iniciatorskih 
kaspaz, ki se zgodi, ko se kaspaze-8 nahajajo druga blizu druge (Kischkel, et al., 2000).  
Pri nekaterih tipih celic je aktivacija kaspaze-8 dovolj za nadaljno aktivacijo 
efektorske kaspaze-3 in apoptoze (Hall & Cleveland, 2007), pri drugih tipih celic pa je 
potrebna še mitohondrijska (notranja) pot (Takeda, et al., 2007). V primeru notranje 
poti, vodi aktivacija kaspaze-8 do cepitve Bcl-2 inhibitornega proteina Bid (angl. BH3-
domain interacting protein). Bid se nahaja v citosolu, po cepitvi pa se tBid (angl. 
truncated Bid) preseli v mitohondrij, kjer interagira s proapoptotskima proteinoma 
Bax in Bak. Inducira njihovo oligomerizacijo v mitohondrijski membrani, kar vodi do 
izgube mitohondrijskega membranskega potenciala in sprostitve citokroma c ter 
proteina Smac/Diablo (Li, et al., 1998; Luo, et al., 1998; Du, et al., 2000). Celica se 
skrči in jedro kondenzira s pomočjo kaspaz. Pri mitohondrijski poti je potrebna še 
inaktivacija znotrajceličnih inhibitojev apoptoze, kot na primer XIAP (angl. X-linked 
inhibitor of apoptosis protein), ki direktno inhibira aktivnost efektorske kaspaze 
(Holoch & Griffith, 2009). 
Aktivacijo kaspaze 8 in kaspaze 10 pri kompleksu DISC lahko inhibira c-FLIP (angl. 
cellular FLICE-like inhibitory protein). Prav tako kot kaspaza 8 in kaspaza 10 ima dve 
Zupančič T. Vpliv keratinskega citoskeleta na celični odgovor, povzročen z ionizirajočim sevanjem in citokini 
receptorjev smrti. Doktorska disertacija. Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, Ljubljana, 2020.  
 
 29 
domeni DED in obstaja v mnogih oblikah, od katerih se 3 izrazijo kot proteini: c-FLIPS, 
c-FLIPR in c-FLIPL (Bagnoli, et al., 2010; Safa & Pollok, 2011). 
Poleg apoptoze pa lahko stimulacija receptorja TRAIL vodi tudi do aktivacije IKK, ERK, 
p38 in JNK. Takšni sistemi, ki so sposobni preklapljati med aktivacijo genov in 
spodbuditvijo celične smrti morajo biti zelo dobro regulirani na molekularnem 
nivoju. Vsako odstopanje v takšni signalni poti lahko vodi do kroničnega vnetja, 
avtoimunosti ali celo raka (Cao, et al., 2011).  
1.7.2.1. Družina proteinov Bcl-2 – notranja pot apoptoze 
Kot že omenjeno, je kritični korak notranje poti apoptoze translokacija proteina Bax, 
ki spada v družino proteinov Bcl-2, v mitohondrij. To vodi v razpustitev 
mitohondrijskega transmembranskega potenciala in sprostitev citokroma c v citosol. 
Slednje omogoča nastanek apoptosoma Apaf-1 tako, da pritegne in aktivira 
iniciatorsko kaspazo 9.  
Poznamo proapoptotske in antiapoptotske člane družine Bcl-2, ki se razlikujejo tako 
po strukturnih lastnostih kot tudi po različni ekspresiji, glede na določeno tkivo. 
Imajo različno število homolognih domen Bcl-2 (od BH1 do BH4), ki določijo 
zmožnost interakcije enega z drugim in s preostalimi nesorodnimi proteini. Delovanje 
proapoptotskega proteina Bax in njegovega homologa Bak, ki vsebujeta tri 
homologne domene Bcl-2 (od BH1 do BH3) preprečujeta antiapoptotska proteina 
Bcl-2 ali Bcl-XL, ki imata še dodatno domeno BH4 (Cory & Adams, 2002). Podskupina 
družine Bcl-2, na primer: Bid, Bik, Bim, NOXA in PUMA imajo samo domeno BH3. Ti 
proteini interagirajo s proapoptotskimi člani družine Bcl-2 in okrepijo njihovo 
delovanje.  
Večina proteinov, ki spada v skupino proteinov Bcl-2 se nahaja na zunanji 
mitohondrijski membrani (npr. Bcl-2, Bcl-XL, Bax). Bcl-2 se poleg tega nahaja še v 
jedrni membrani in v endoplazmatskem retikulumu.  
1.7.2.2. FLIP 
Obstaja več oblik proteina FLIP, odvisno od mesta cepitve. Najpogostejši sta dve: 
krajša oblika FLIP (FLIPS – 28kDa) ima dve DED-domeni, pri daljši obliki FLIP (FLIPL – 
55kDa) pa DED-domenama sledi še kaspazi podobna domena. V nasprotju s 
proteinom FLICE (angl. caspase-8/FADD-like IL-1-converting enzyme), ki inhibira 
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kaspazo 8, ima FLIP v aktivnem mestu namesto cisteina tirozin, zato je FLIPL 
proteolitsko neaktiven (Irmler, et al., 1997). Obe obliki FLIP interagirata z 
adapterskim proteinom FADD in proteazo FLICE ter inhibirata apoptozo, ki jo sprožijo 
receptorji smrti. FLIP v kompleksu DISC cepi kaspaza 8 (Scaffidi, et al., 1999). Obe 
obliki se pripojita kompleksu DISC in tvorita heterodimere s prokaspazo-8, kjer 
preprečita njeno aktivacijo. Poleg svoje naloge uravnalca apoptoze pa ima lahko 
funkcijo tudi pri povišani proliferaciji celic in tumorigenezi (Kataoka, 2005). Pri 
številnih različnih tipih tumorjev so opazili povišano izražanje FLIP, kjer so rezultati v 
in vitro okolju pokazali, da se ob znižanju proteina vnovič vzpostavi apoptoza, ki 
poteka prek TRAIL in CD95L (Longley, et al., 2006).  
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2. Namen dela in hipoteza 
 
Pri delu bomo uporabili nesmrtne celične linije, izolirane iz zdravih ljudi in pacientov 
z EBS-DM. Celotna doktorska naloga bo sestavljena iz treh delov.  
V prvem delu je naš namen ovrednotiti in spremljati lastnosti modela preiskovanih 
nesmrtnih celičnih linij in vitro z merjenjem njihovih proliferativnih, metaboličnih, 
migracijskih in permeabilnostnih lastnosti. Izbrali bomo ustrezne razmere gojenja in 
pogoje za nadaljnje raziskave. Naša hipoteza je, da se celice lahko obnašajo drugače 
in spreminjajo svoj celični odziv, če spreminjamo pogoje gojenja, kot je na primer že 
samo število nasajenih celic na začetku raziskave ali menjava gojišča. Poleg vseh 
različnih pogojev gojenja pa je pri našem modelu celičnih linij, ki so izolirane iz ljudi, 
pomembno še različno genetsko ozadje, za katero predvidevamo, da prav tako lahko 
vpliva na posamezen test.  
 
V drugem delu doktorske naloge želimo ugotoviti kako keratinski intermediarni 
filamenti vplivajo na celični odgovor keratinocitov EBS-DM in vitro (v primerjavi z 
zdravimi), aktiviran zaradi poškodb DNA, povzročenih z ionizirajočim sevanjem. V 
tretjem delu pa kako keratinski intermediarni filamenti vplivajo na celični odgovor 
keratinocitov EBS-DM in vitro (v primerjavi z zdravimi), sprožen z delovanjem 
citokinov receptorjev smrti, kot sta TNF- in TRAIL. 
Predvidevamo, da imajo celice EBS-DM že zaradi stalno aktiviranega stresnega 
odgovora, ki ga povzročajo težke mutacije v keratinih 5 ali 14, prilagojen 
metabolizem, saj omogoča preživetje mutantnih keratinocitov (D'Alessandro, et al., 
2002; Liovic, et al., 2008; Liovic, et al., 2009; Russell, et al., 2010). Obstaja čedalje več 
dokazov, da proteini intermediarnih filamentov nimajo samo strukturne oziroma 
mehanske vloge, temveč še številne nemehanske vloge, ki poleg že zgoraj omenjene 
vpletenosti v regulacijo izražanja genov delujejo tudi pri vlogah, kot so: vključenost 
pri celični migraciji in invaziji (Leduc & Etienne-Manneville, 2015), vnetju in imunosti 
(Hobbs, et al., 2012; Lessard, et al., 2013), proliferaciji in apoptozi (Russell, et al., 
2010), odgovoru na stres (Alam, et al., 2013; Ku, et al., 2010), različnem celičnem in 
tkivnem metabolizmu (Loschke, et al., 2015), organizaciji kromatina, DNA-
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podvojevanju in tumorigenezi (Gruenbaum & Foisner, 2015; Osmanagic-Myers, et 
al., 2015) in urejanju organelov (Dupin, et al., 2011).  
 
Delovna hipoteza je, da prav te spremembe, ki nastanejo zaradi mutacij in vplivajo 
na sposobnost mutiranih keratinocitov za preživetje in odpornost proti stresu, v 
kombinaciji z drugimi dejavniki iz okolja lahko vplivajo na povečano dovzetnost 
keratinocitov EBS-DM za celično transformacijo in razvoj lastnosti rakastih celic. 
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3. Materiali in metode 
3.1. Oprema in materiali 
Delo je potekalo v Celičnem laboratoriju in Proteinskem laboratoriju Odseka za 
molekularno biologijo in nanobiotehnologijo na Kemijskem inštitutu v Ljubljani.  
3.1.1. Laboratorijska oprema 
 
Centrifuga za 15-ml in 50-ml centrifugirke: MPW-260 
Mikrocentrifuga za epice: Eppendorf, 5415R 
Čitalec mikrotitrnih ploščic: Biotek, Synergy Mx 
CO2-inkubator: Thermo Scientific, Heracell 150i 
Invertni mikroskop: Motic, AE2000 
Hladilnik in zamrzovalnik: Gorenje 
Laminarij: Esco, Airstream Duo 
Naprava za merjenje TEER: Millipore, Millicell ERS-2 epithelial volt-ohm meter 
Pipetnik: Integra 
Posoda za kontrolirano zamrzovanje: Nalgene, Mr Frosty Cryo 1°C freezing container 
Sistem za pridobivanje prečiščene vode: Millipore, MilliQ A10 Synthesis 
Tehtnica: Exacta 610EB 
Tank s tekočim dušikom za shranjevanje celic: GT 50, kriogena posoda Dewar 
Vodna kopel: GFL, 1013 
Fluorescenčni mikroskop Zeiss, Axio Imager M2 
Enokanalne pipete (0,5–2 μl, 2–20 μl, 20–200 μl, 100–1000 μl): Corning, Lambda. 
Spektrofotometer: Agilent Technologies, 8453 
Ročni števec celic Scepter: Merck  
 
3.1.2. Sterilna plastika 
 
Ploščice s 6, 12, 24, 96  vdolbinicami TPP, 92006, 92012, 92024, 92096 
Ploščice s prepustnimi nosilci z 0,4 μm porami Greier bio-one, 662640 
Ploščice s prepustnimi nosilci s 3 μm porami Greier bio-one, 662631 
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Ploščice s prepustnimi nosilci z 8 μm porami Greier bio-one, 662638 
Plastenke za gojenje celičnih kultur (25 cm2, 75 
cm2, 150 cm2) 
TPP, 90026, 90076, 90151 
Pipete (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml) TPP, 94002, 94005, 94010, 94024, 
94550  
Epice Eppendorf, 0030120.086 
Zamrzovalne posodice TPP, 89020 
Centrifugirka (15 ml, 50 ml) TPP, 91015, 91051 
Strgalo za celice pri izolaciji proteinov TPP, 99002 
Aspiracijske pipete, 2 ml Greiner, 710183 
 
3.1.3. Kemikalije, pufri in raztopine 
 
Tris/HCl Merck Millipore, 648317 
Hydromount HS-106, National Diagnostics 
Triton® X-100 T8787, Sigma 
Tween® 20 P1379, Sigma 
DMSO Sigma, D2650 
BSA (Albumin from Bovine Serum) Sigma, A7888 
Metanol Merck, 106007 
Etanol 95 % (absolutni) Merck, 1.00983.1000. 
TRAIL, mednarodni standard NIBSC, 04/166 (The World Health 
Organization international standard for 
TRAIL – human, rDNA-derived) 
TNF-, mednarodni standard NIBSC, 87/650 (The World Health 
Organization international standard for 
Tumour necrosis factor – human, rDNA-
derived) 
Reagent WST-1 Roche, 11644807001 
PBS Sigma Aldrich, 806552 
EDTA Sigma Aldrich, E6758 
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EGTA Sigma Aldrich, 03777 
 
Vodne raztopine smo pripravili s čisto vodo, pripravljeno s pomočjo MiliQ A10 
Synthesis (Millipore). Pufre in raztopine smo pripravili po naslednjih protokolih: 
Raztopina za izolacijo proteinov 
– Tris/HCl pH 7.5:  50 mM 
– EDTA:  1 mM 
– EGTA:  1 mM 
– NaF:  50 mM 
– Na-pirofosfat: 5 mM 
– Β-fosfoglicerat: 10 mM 
– Triton X-100:  1 % (v/v) 
Naslednje sestavine je potrebna dodati tik preden se izvede izolacija proteinov: 
– Na-ortovanadat: 1 mM 
– Merkaptoetanol:  0.1 % (v/v) 
– PMSF: 1 mM 
– Benzamidin: 1 mM 
– Leupeptin:  10 μg/ml 
– Pepstatin A: 10 μg/ml 
TBS (angl. Tris Buffered Saline), pH 7.4 
– Tris/HCl: 10 mM 
– NaCl:  150 mM 
– MiliQ  
TBS/T 
– 0,1 % Tween® 20 
– pufer TBS 
Raztopina za prenos na membrano PVDF pri prenosu western 
– Tris/HCl     3,02 g 
– Glycine     14,4 g 
– Methanol     100 ml 
– MiliQ 
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Raztopina za blokiranje pri prenosu western 
– 5 % (m/v) mleka v prahu 
– pufer TBS 
Raztopina s primarnimi protitelesi pri prenosu western 
– Primarno protitelo (1 : 1000) 
– 5 % (m/v) BSA ali 5 % (m/v) mleka v prahu (odvisno od priporočil proizvajalca 
za specifično protitelo) 
– pufer TBS/T 
Raztopina s sekundarnimi protitelesi pri prenosu western 
– Sekundarno protitelo (proti zajčjemu protitelesu 1 : 2500, proti mišjemu 
protitelesu 1 : 7500) 
– 5 % (m/v) mleko v prahu 
– puffer TBS/T 
Raztopina za fiksiranje celic pri protokolu za barvanje celic 
– 4 % Formaldehid 
– MiliQ voda 
Raztopina za blokiranje za barvanje celic 
– 5 % kozji serum 
– 0,3 % TritonTM X-100 
– PBS 
Raztopina s primarnimi protitelesi ali DAPI pri protokolu za barvanje celic 
– Primarno protitelo ali DAPI 
– 1 % BSA 
– 0,3 % TritonTM X-100 
– PBS 
Raztopina s sekundarnimi protitelesi za barvanje celic 
– Sekundarno protitelo ali DAPI 
– 1 % BSA 
– 0,3 % TritonTM X-100 
– PBS 
Raztopina za fiksiranje in obarvanje celic pri testu klonogenosti 
– 6 % glutaraldehid 
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– 0.5 % kristal vijolično 
– MiliQ voda 
Raztopina za pripravo gelov uporabljenih pri SDS-poliakrilamidni gelski elektroforezi 
– 6 % glutaraldehid 
– MiliQ voda 
3.1.4. Celične kulture 
Celične linije smo pridobili iz treh različnih laboratorijev. Nesmrtne celične linije 
NEB1 (divji tip), KEB1 (mutacija v keratinu 5 K5E475G), KEB7 (mutacija v keratinu 14 
R125P) ter NEB1 K5WT (celična linija NEB1 z vključenim plazmidom za divji tip 
keratina 5) in NEB1 K5E475G (celična linija NEB1 z vključenim plazmidom za keratin 5 
z mutacijo K5E475G) smo pridobili iz laboratorija dr. Birgitte Lane, Dundee Institute, 
Velika Britanija. Pridobljene so bile iz kožnih biopsij pacientov z EBS. Celični liniji 
NEB1 in KEB7 sta bili nesmrtno spremenjeni s človeškim papilomavirusom 16 
(HPV16) E6/E7 oziroma pri celični liniji KEB1 s T-antigenom za opičji virus 40 (SV40) 
(Morley, et al., 2003). NKc11 (divji tip), EB11 (mutacija v keratinu 5 K5E475G), EB21 
(mutacija v keratinu 5 K5V186L) ter primarno celično linijo UA (mutacija v keratinu 5 
K5E475G) smo pridobili v dar iz laboratorija dr. Hansa Törmä z Univerze v Uppsali, 
Švedska. Celice so bile pridobljene s kožnimi biopsijami pacientov z EBS-DM. NKc11, 
EB11, EB21 so bile nesmrtno spremenjene s HPV16 (Chamcheu, et al., 2009). 
Primarno celično linijo KHPO1 (divji tip) smo pridobili iz laboratorija INSERM U 563 – 
CPTP, Toulose, Francija. 
Primarni celični liniji KHPO1 in UA sta rasli na površinah, ki smo jih predhodno 
prevlekli z raztopino kolagena (Coating Matrix Kit, Cascade Biologics, R-011-K).  
 







M-Prim UA (K5E475G) 
M1 EB11 (K5E475G) 
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M2 KEB1 (K5E475G) 
M3 KEB7 (K14R125P) 
M4 EB21 (K5V186L) 
 
3.1.5. Gojišča 
3.1.5.1. Gojišče brez seruma (SFM) 
Gojišču brez seruma z nizko koncentracijo kalcija (EpiLife Serum Free Medium, 
Cascade Biologics, M-EPI-500-CA) smo dodali še antibiotik gentamicin-amfotericin 
(Cascade biologics, R-015-10) ter EDGS (EpiLife Defined Growth Supplement, 
Cascade Biologics, S-012-5), ki vsebuje: očiščen BSA (30 μg/ml), goveji transferin (5 
μg/ml), hidrokortizon (11 ng/ml), rekombinantni človeški inzulinu podobni rastni 
faktor tipa 1 (10 ng/ml), prostaglandin E2 (18 ng/ml) in rekombinantni človeški 
epidermalni rastni faktor (1 ng/ml). Pri delu s celicami, ki so rasle v takem gojišču, 
smo uporabljali za odlepljanje celic s površine plastenke tripsin z nižjo koncentracijo 
(Trypsin-EDTA 0,025 %, Cascade Biologics, R-001-100) ter inhibitor tripsina (Defined 
Trypsin Inhibitor, Cascade Biologics, R-007-100). Celice, gojene v tem gojišču, smo 
zamrzovali z reagentom Synth-a-Freeze (Gibco, A12542-01). 
3.1.5.2. Gojišče s serumom (RM+) 
Pri gojišču s serumom smo uporabili DMEM (PAA, E15-843) in Ham’s F-12 (PAA, E15-
817), ki smo jih zmešali v razmerju 3 : 1. Dodali smo še naslednje dodatke: 
– Raztopina neesencialnih aminokislin (Gibco, 11140-035) – 1 % (v/v), 
– Adenin (Sigma, A3159-5G) – 1,8 × 10-4 M, 
– Hidrokortizon (Sigma, H4881-100MG) – 0,4 μg/ml, 
– Transferin (Sigma, T2036-100MG) – 5 μg/ml, 
– Liotironin (Sigma, T6397-100MG) – 2 × 10-11 M, 
– Inzulin (Sigma, I5500) – 5 μg/ml, 
– Epidermalni rastni faktor (Sigma, E9644) – 10 ng/ml, 
– Serum ploda goveda (FBS, PAA, A15-104) – 10 %,  
– Antibiotik-antimikotik (Gibco, 15240-062) – 1 %, 
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Pri odlepljanju teh celic s površine dna plastenke smo uporabljali tripsin-EDTA (0,25 
%, Sigma, T4049), katerega delovanje smo inhibirali z dodatkom enake količine 
seruma ploda goveda (FBS, PAA, A15-104).  
Celice, gojene v tem gojišču, smo zamrzovali v serumu ploda goveda (FBS, PAA, A15-
104) z 8 % DMSO (Sigma, D2650). 
 
3.1.6. Protitelesa za prenose western 
Primarna protitelesa, ki smo jih uporabili za prenose western smo večinoma kupili od 
podjetja Cell Signaling Technology v Veliki Britaniji.  
 
Protitelesa za prepoznavanje poškodb DNA (DNA Damage Antibody Sampler Kit, Cell 
Signaling Technology, 9947): 
p-p53 (Ser15) 9286 
p-ATR (Ser428) 2853 
p-BRCA1 (Ser1524) 9009 
p-Chk1 (Ser345) 2348 
p-Chk2 (Thr68) 2661 
p-histon H2A.X (Ser139) 9718 
p-ATM (Ser1981) 5883 
 
Protitelesa za prepoznavanje preživetvene signalne poti Bcl-2 (Pro-Survival Bcl-2 
Family Antibody Sampler Kit, Cell Signaling Technology, 9941): 
p-Bcl-2 (Ser70) 2827 





Protitelesa za prepoznavanje apoptozne signalne poti Bcl-2 (Pro-Apoptosis Bcl-2 
Family Antibody Sampler Kit, Cell Signaling Technology, 9942): 
Bad 9239 
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Protitelesa za prepoznavanje signalne poti receptorjev smrti (Death Receptor 











Druga uporabljena primarna protitelesa: 
XIAP Cell Signaling Technology, 2042 
FLIP Cell Signaling Technology, 8510 
Caspase-3 Cell Signaling Technology, 9662 
Lamin A 
LamZ protitelo iz laboratorija dr. H. 
Herrmann 
Keratin 5 (Purkis, et al., 1990) 
Keratin 14 (Purkis, et al., 1990) 
GAPDH Cell Signaling Technology, 2118 
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Sekundarna protitelesa, ki smo jih uporabili za prenose western:  
Zajčja poliklonska protitelesa proti mišjim protitelesom IgG, 
konjugirana s hrenovo peroksidazo. 
A9044, Sigma 
Kozja poliklonska protitelesa proti zajčjim protitelesom IgG, 




3.2.1. Delo s celičnimi kulturami 
3.2.1.1. Odtaljevanje celic 
Viale z zamrznjenimi celicami smo v tekočem dušiku prenesli iz tanka za shranjevanje 
celic do laboratorija. Pred začetkom odtaljevanja smo pripravili vso potrebno sterilno 
plastiko in laminarij. Gojišče smo segreli v vodni kopeli na 37 C, prav tako smo v 
posebno centrifugirko pripravili 30 ml segretega gojišča. Viale smo zelo hitro prenesli 
iz tekočega dušika v vodno kopel na 37 C, kjer smo jih nekaj minut segrevali oziroma 
dokler so bili v viali še vidni vodni kristali. Vialo s celicami smo nato prenesli v 
laminarij in vsebino prenesli v centrifugirko s segretim gojiščem. Vse korake smo 
opravili zelo hitro, saj lahko celice ob prisotnosti toksičnega zamrzovalnega medija 
pri sobni temperaturi hitro odmrejo. Centrifugirko smo centrifugirali 5 minut pri 
1.000 obratih/minuto, nato pa odpipetirali in zavrgli supernatant, usedlino s celicami 
pa resuspendirali v rastnem gojišču ter vse skupaj prenesli v 25-cm2 plastenko. Celice 
smo pregledali pod mikroskopom, nato pa jih prenesli v inkubator na temperaturo 
37 C, s 5-% vsebnostjo CO2 v zraku ob 100-% relativni zračni vlagi. 
3.2.1.2. Gojenje celičnih linij 
Celične linije smo gojili v plastenkah različnih površin (25 cm2–150 cm2) in jih ves čas 
inkubirali v inkubatorju pri 5-% vsebnosti CO2 v zraku, 100-% relativni zračni vlagi in 
temperaturi 37 °C. Ko so celice dosegle 80-% konfluentnost, smo jih pasirali in 
menjavali gojišče trikrat tedensko. Pasiranje je potekalo tako, da smo najprej 
odstranili gojišče in celice sprali s PBS. Dodali smo tripsin-EDTA (poglavje 3.1.5.1 in 
3.1.5.2). Celice smo s tripsinom inkubirali v inkubatorju približno 5 minut, odlepljanje 
pa smo redno spremljali pod mikroskopom. Ko so bile celice odlepljene, smo dodali 
FBS (v primeru celic, ki smo jih gojili s serumom) oziroma tripsin inhibitor (v primeru 
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celic, ki smo jih gojili v mediju brez seruma) ter vsebino prestavili v centrifugirko. 
Celice smo prešteli z ročnim števcem celic (Scepter), nato pa jih centrifugirali 5 minut 
pri 1.000 obratih/minuto. Po centrifugiranju smo odstranili supernatant in dodali 
primerno količino rastnega gojišča za specifičen test ali za nadaljnje gojenje celic v 
plastenkah.  
Vse poskuse smo izvajali na celicah, gojenih v razponu 5 pasaž.   
3.2.1.3. Zamrzovanje celic 
Celice smo zamrznili, ko so dosegle 80-% konfluentnost, kar smo določili s pregledom 
celic pod mikroskopom. Celice smo s podlage odlepili kot pri postopku za pasiranje 
(poglavje 3.2.1.2). Namesto da smo celice resuspendirali v rastnem gojišču kot pri 
pasiranju, smo pri zamrzovanju usedlini dodali ustrezno količino 8 % DMSO v FBS (v 
primeru celic, gojenih s serumom) oziroma reagenta Synth-a-Freez (v primeru celic, 
gojenih brez seruma), tako da smo dobili končno koncentracijo celic približno 1 x 106 
celic/ml in jih alikvotirali po 1 ml v viale. Viale smo nato prenesli v zamrzovalno 
posodo za kontrolirano zamrzovanje Mr. Frosty, ki vzorce ohlaja s hitrostjo 1 
C/minuto, jih inkubirali v skrinji pri –70 C 24 ur, nato pa prenesli v posodo s 
tekočim dušikom.  
3.2.2. Test proliferacije 
Pri testu proliferacije smo nasadili različno število celic v plastenke velikosti 25 cm2 
ali na ploščice s 24 vdolbinicami. Po določenem številu dni rasti (2 dni, 4 dni ali 7 
dni), pri čemer smo gojišče menjali vsak drugi dan, smo celice najprej dvakrat sprali s 
PBS, jih odlepili s tripsinom in nato prešteli z ročnim celičnim števcem (Scepter). Čas 
po nasaditvi in različno gostoto nasaditve smo primerjali pri celicah, gojenih v gojišču 
s serumom, RM+, in gojišču brez seruma, SFM. 
3.2.3. Test metabolične aktivnosti 
Pri testu metabolične aktivnosti smo nasadili 4.000 ali 8.000 celic na ploščico s 96 
vdolbinicami. Po 4., 48., 96. in 168. urah smo dodali reagent WST-1. Reagent smo 
inkubirali skupaj s celicami 2 uri, zatem pa smo pomerili absorbanco pri 440 nm in 
690 nm. Pri tem testu se meri aktivnost mitohondrijske dehidrogenaze, ki cepi 
tetrazolijevo sol, prisotno v reagentu WST-1. Test je zelo specifičen za merjenje živih 
celic. 
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3.2.4. Test migracije 
Celice smo gojili v plastenkah, da smo dobili zadostno število celic. Celicam, ki so bile 
gojene v gojišču s serumom, smo dan pred testom zamenjali gojišče, in sicer smo jih 
stradali v gojišču brez seruma čez noč (dodali smo le 0,2 % BSA). Naslednji dan smo 
celice odlepili s pomočjo tripsina in jih dvakrat sprali v PBS. Celice smo nato razredčili 
v gojišču brez seruma do končne koncentracije 106 celic/ml. Na ploščice s 24 
vdolbinicami smo dodali 600 μl gojišča v vsako vdolbinico (s kemoatraktantom ali 
brez), vanjo pa položili prepustne nosilce s PET-membrano. Na te nosilce smo 
nasadili suspenzijo celic (200 μl). Celice smo na ta način gojili 24 ur v inkubatorju pri 
37 °C in 5 % CO2. Naslednji dan smo odstranili gojišče iz vdolbinic in dodali 450 μl 
gojišča brez seruma z dodanim Calcein-AM (8 μM, Sigma C1359), ki prehaja skozi 
membrane celic. Celice smo tako inkubirali 45 min v inkubatorju, nato smo odstranili 
gojišče iz zgornjega dela nosilcev in nosilce prestavili na ploščice s 24 vdolbinicami, v 
katere smo že predhodno dodali 500 μl tripsina v vsako vdolbinico. Celice smo 10 
minut inkubirali v inkubatorju, da so se odlepile s spodnje strani nosilcev. 200 μl 
odlepljenih celic v suspenziji tripsina smo prenesli v črne mikrotitrne ploščice s 96 
vdolbinicami in izmerili fluorescenco (vzbujanje: 485 nm; emisija: 520 nm). Slika 3.1 
ponazarja glavne točke testa.  
 
 
Slika 3.1: Shema testa migracije (povzeto po katalogu proizvajalca Greiner Bio-One: A quantitative cell migration 
assay using ThinCertTM cell culture inserts). 
 
3.2.5. Test permeabilnosti, merjenje čezepitelijske električne upornosti 
(TEER) in izračun navideznega permeabilnostnega koeficienta (Papp) 
Pri testu permeabilnosti smo uporabljali ploščice s 24 vdolbinicami, ki imajo 
vstavljene nosilce s prepustnimi membranami tako kot v primeru testa migracije, 
vendar so bile tukaj pore veliko manjše, in sicer velikosti 0,4 μm, in zato same celice 
niso mogle prehajati. Na te nosilce smo nasadili 30.000 celic/ml, pri čemer so bile 
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celice obdane z gojiščem tako z zgornje, apikalne strani (0,5 ml) kot tudi s spodnje, 
bazalne strani (1,5 ml). Celice smo na ta način gojili v inkubatorju 7 dni in hkrati 
redno menjavali gojišče. Po 7. dneh, ko so celice popolnoma prerasle površino 
membrane smo izmerili čezepitelijsko električno upornost (TEER). TEER smo merili 
pri sobni temperaturi z epitelijskim Volt-Ohm metrom z elektrodo Millicell ERS-2 
(Slika 3.2) tako, da smo daljši del elektrode potopili v gojišče na bazalni strani celic, 
krajšega pa v gojišče na apikalni strani.  
 
Slika 3.2: Millicell ERS-2 Volt-Ohm meter z elektrodo (User Guide Millicell® ERS-2, Electrical Resistance System). 
 
Količino lucifer rumenega, ki je prehajal z zgornje na spodnjo stran koška, smo 
določili z metodo fluorimetrije. Navidezni koeficient permeabilnosti (Papp) smo 





pri čemer dQ predstavlja spremembo koncentracije luficer rumenega na spodnji 
strani koška, dt predstavlja časovni interval (120 min), A površino prepustne 
membrane in C0 začetno koncentracijo lucifer rumenega na zgornji strani koška (0,1 
mg/ml).  
3.2.6. Prenosi western 
3.2.6.1. Izolacija proteinov 
Celice smo nasadili v plastenke in jih, ko so dosegle 70-% konfluentnost, obsevali z 
ionizirajočim sevanjem oziroma tretirali s TRAIL ali TNF-. Po določenem času (4 ure 
ali 7 dni po obsevanju oziroma 24 ur po tretmaju s TRAIL ali TNF-) smo plastenke 
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postavili na led, kjer smo celice dvakrat sprali z ledeno hladnim PBS. Celoten nadaljnji 
protokol smo izvajali na ledu. Celicam smo nato dodali reagent za izolacijo proteinov 
(poglavje 3.1.3), jih postrgali na dno plastenke s spatulo ter jih prenesli v epico. 
Vsebino smo dobro premešali s pipeto, da smo kar najbolj razbili celice, in 
centrifugirali 10 minut pri najvišjih obratih pri temperaturi 4 °C. Supernatant smo do 
uporabe zamrznili na –80 °C.  
3.2.6.2. Merjenje koncentracije proteinov po Bradfordu in priprava 
vzorcev za prenos western 
Vzorce, ki so bili zamrznjeni na –80 °C, smo odmrznili in jih hranili na ledu celoten 
postopek merjenja koncentracije proteinov. Najprej smo pripravili raztopino t. i. 
Bradfordovega reagenta (BioRad, 500-0205), redčenega s prečiščeno vodo MilliQ (1 : 
3,995). Bradfordov reagent deluje tako, da se njegova barva spremeni ob vezavi 
različne koncentracije proteinov. Za standardno krivuljo smo uporabili BSA s 
koncentracijo 1 mg/ml. V kivete smo namešali: 
 
 Volumen BSA (1 mg/ml) Volumen Bradfordovega reagenta : MilliQ (1 : 3,995) 
1 0 μl 1000 μl 
2 1 μl 999 μl 
3 2 μl 998 μl 
4 5 μl 995 μl 
5 7 μl 993 μl 
6 10 μl 990 μl 
 
Preden smo izmerili absorbanco pri 595 nm, smo počakali 2 minuti, da se je barvilo 
lahko oprijelo proteinov. Vzorce s primerno koncentracijo proteinov smo redčili v 
nanašalnem pufru (NuPAGE LDS Sample Buffer, Invitrogen) 3 : 1 in jih denaturirali 10 
minut pri 70 °C. 
3.2.6.3. Prenos western 
Pripravljene vzorce (15 μg) smo nanašali po 15 μl na poliakrilamidni gel, nato pa jih 
pri napetosti 200 V ločevali 1 uro. Za prenos na PVDF-membrano (Millipore) smo 
uporabili kadičke za mokri prenos (XCell IITM Blot Module, Novex®, Life 
Technologies), prenašalni pufer (poglavje 3.1.3) ter od 2 do 3 ure pustili pri napetosti 
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30 V. Za potrditev prenosa smo uporabili standard (SeeBlue® Plus2, Invitrogen, 
LC5925), za oceno molekulskih mas smo uporabili standard za proteine (MagicMark, 
LC5602, Novex®, Invitrogen). Membrano smo nato spirali v pufru TBS 5 minut ter 
nato še 1 uro v pufru za blokiranje (poglavje 3.1.3). Sledili sta spiranje membrane v 
TBS/T trikrat po 5 minut in inkubacija v raztopini s primarnimi protitelesi čez noč pri 
temperaturi –4 °C. Naslednji dan smo membrano spirali trikrat po 5 minut ter 
inkubirali v raztopini s sekundarnimi protitelesi (poglavje 3.1.3) približno 2 uri. 
Uporabili smo sekundarna protitelesa s konjugirano hrenovo peroksidazo. Po 
vnovičnem spiranju (trikrat po 5 minut) smo na membrano nanesli reagent 
(Luminata Western Forte, WBLUFO500, Millipore), ki deluje kot kemiluminiscentni 
substrat za hrenovo peroksidazo, in v temnici nanjo položili film (Kodak). Film smo 
nato spirali v razvijalcu in fiksirju ter ga posušili. Zaradi prevelike velikosti prikaza 
celotne posamezne membrane in velikega števila narejenih prenosov western smo v 
nadaljevanju prikazali samo del membrane, kjer smo zaznali iskani protein.  
 
3.2.7. Obsevanje celic z ionizirajočim sevanjem 
Celice smo nasadili v plastenke ali ploščice z vdolbinicami ter jih gojili do 70-% 
konfluentnosti. Po nasaditvi celic smo počakali 2 uri, da so se celice pritrdile. 
Obsevanje je potekalo na Onkološkem inštitutu v Ljubljani na Oddelku za 
eksperimentalno onkologijo. Nesmrtne celične linije smo obsevali z enkratno dozo 
4,5 Gy, primarne celične linije pa z enkratno dozo 1 Gy s pomočjo aparature Darpac 
2000 (Gulmay Medical Ltd, Shepperton, Anglija) (Tevz, et al., 2009). Ker je bila 
naprava locirana na drugi lokaciji, kot smo gojili celice smo pri vsakem eksperimentu 
nasadili še kontrolno plastenko ali ploščico z enako postavitvijo. Ta plastenka ali 
ploščica je bila vključena v transport, ne pa tudi v obsevanje. Tako smo izvedli test 
proliferacije (glej poglavje 3.2.2) in test metabolične aktivnosti (glej poglavje 3.2.3).  
3.2.7.1. Barvanje celic po obsevanju in mikroskopija 
Celice smo nasadili na ploščice s 24 vdolbinicami, kamor smo že predhodno položili 
stekelca, premera 13 mm. Celice smo 2 uri po nasaditvi obsevali z ionizirajočim 
sevanjem (4,5 Gy). 4 ure po obsevanju smo odstranili gojišče, celice dvakrat sprali s 
hladnim pufrom PBS in jih inkubirali 15 minut pri sobni temperaturi v pufru za 
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fiksiranje (poglavje 3.1.3). Stekelca s fiksiranimi celicami smo nato odstranili s 
ploščice in jih spirali trikrat po 5 minut v PBS. Sledili sta enourna inkubacija v pufru za 
blokiranje (poglavje 3.1.3) in inkubacija v raztopini s primarnimi protitelesi (poglavje 
3.1.3) čez noč pri 4 °C. Naslednji dan smo stekelca s celicami trikrat spirali po 5 minut 
v pufru PBS ter inkubirali v raztopini s sekundarnimi protitelesi (poglavje 3.1.3). Ta 
protitelesa so imela vezan fluorokrom. Sledila sta trikratno spiranje v PBS in 
inkubacija v raztopini z DAPI. DAPI ali 4-,6-diamidino-2 fenilindol je fluorescentno 
barvilo, ki se močno veže na predele DNA, bogate z baznimi pari adenine-timin. DAPI 
lahko prehaja čez membrane celic in se uporablja pri opazovanju jedra živih ali 
fiksiranih celic. Po trikratnem spiranju v pufru PBS po 5 minut je sledil prenos stekelc 
na večja objektna stekla, kamor smo že prej nakapali raztopino za pričvrstitev 
stekelca (Hydromount). Stekelca smo pustili na sobni temperaturi in v temi čez noč, 
da so se posušila, nato pa jih do mikroskopiranja hranili v temi in pri temperaturi 4 
°C.  
Celice smo pustili rasti tudi do 7 dni po obsevanju, pri čemer smo gojišče menjavali 
vsak drugi dan. Po 7. dneh smo ponovili postopek fiksiranja in barvanja celic.  
Pri obeh časovnih točkah (4 ure in 7 dni po obsevanju) smo za vsako celično linijo 
vzporedno fiksirali in barvali tudi neobsevane celice kot kontrolo.  
 
Primarna protitelesa, ki smo jih uporabili za barvanje celic: 
Lamin B1 (redčitev 1 : 500) 9087, Cell Signaling Technology 
Lamin A (nerazredčeno) LamZ protitelo iz laboratorija H. 
Herrmann 
Ki-67 (redčitev 1 : 100) DakoCytomation, M7240 
Fosfo-histon H2A.X (Ser139) (redčitev 1 : 
500) 
9718, Cell Signaling Technology 
 
Sekundarna protitelesa, ki smo jih uporabili za barvanje celic pri zaznavanju 
primarnih protiteles: 
Kozja poliklonska protitelesa proti zajčjim protitelesom IgG, 
označena z Alexa Fluor 488. 
Invitrogen, A-11008 
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Kozja poliklonska protitelesa proti mišjim protitelesom IgG, 
označena z Alexa Fluor 488. 
Invitrogen, A-11001 
 
Mikroskopirali smo z invertnim mikroskopom Zeiss, Axio Imager M2, s 63-kratno 
povečavo, lociranim v laboratoriju Inštituta za biokemijo Medicinske fakultete 
Univerze v Ljubljani. Za DAPI smo uporabili valovne dolžine za vzbujanje 405 nm in 
emisijo 435–485 nm; za Alexa Fluor 488 pa za vzbujanje 488 nm in emisijo 500–540 
nm.  
3.2.7.2. Test senescence z obarvanjem β-galaktozidaze  
Značilnost vseh normalnih celic je, da imajo omejeno dobo podvojevanja. Ta doba se 
zaključi s senescenčnostjo celic, se pravi s stanjem, v katerem celice ostanejo žive, 
vendar se ne podvojujejo več. Ker je posledica poškodb DNA pogosto povišana 
senescenčnost celic, smo želeli preveriti, ali do tega procesa pride tudi pri naših 
celičnih linijah.  
Celice smo nasadili na ploščice s šestimi vdolbinicami. Ko so celice dosegle 70-% 
konfluentnost, smo jih obsevali. Za vsako celično linijo smo vzporedno gojili še 
neobsevane celice, s katerimi smo ravnali enako kot z obsevanimi. Gojišče smo 
zamenjali vsak drugi dan in po 7. dneh uporabili komplet za določanje 
senescenčnosti celic (Senescence β-Galactosidase Staining Kit, 9860, Cell Signaling 
Technology). Najprej smo odstranili gojišče, celice smo sprali s PBS in dodali fiksirno 
raztopino, v kateri smo celice inkubirali od 10 do 15 minut pri sobni temperaturi. 
Celice smo dvakrat sprali s PBS in dodali raztopino za obarvanje β-galaktozidaze, v 
kateri smo celice pustili čez noč v suhem inkubatorju (brez CO2) pri temperaturi 37 
°C. Senescenčne celice so se obarvale modro-zeleno. Komplet je zasnovan na način, 
da zazna aktivnost β-galaktozidaze, ki pa ni prisotna v predsenescenčnih, mirujočih 
(angl. quiescent) ali nesmrtnih celicah. Senescenčne celice imajo višje izražanje β-
galaktozidaze, ki jo nabirajo v lizosomih in se zato obarvajo modro-zeleno ob 
dodatku X-gal, ki ga β-galaktozidaza cepi. Za daljše shranjevanje smo odstranili 
raztopino za obarvanje β-galaktozidaze in jo nadomestili s 70-% glicerolom. Ploščice 
smo shranili pri temperaturi 4 °C, dokler jih nismo pogledali in poslikali s svetlobnim 
mikroskopom. Za vsako celično linijo (neobsevane in obsevane celice) smo s približno 
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10 slik posebej prešteli vse celice in posebej tiste, ki so se obarvale modro-zeleno ter 
določili odstotek senescenčnih celic, ki so nastale zaradi obsevanja. Za končni graf 
smo primerjali še senescenčnost celic z mutacijami v keratinih, v primerjavi s 
senescenčnostjo divjega tipa celic.    
3.2.7.3. Test klonogenosti 
Test klonogenosti oziroma test sposobnosti tvorbe kolonij temelji na sposobnostih 
ene celice, da zraste v kolonijo. Kolonija je definirana kot skupek vsaj 50 celic. Zelo 
pogosto se uporablja za določanje replikativnih sposobnosti celic po ionizirajočem 
sevanju, lahko pa se uporablja tudi za določitev učinkovitosti citotoksičnih reagentov 
(Franken, et al., 2006). 
Celice smo nasadili v majhne plastenke in ko so dosegle 70-% konfluentnost, smo jih 
obsevali. Vzporedno smo nasadili enako število celic še v plastenke, ki jih nismo 
obsevali (kontrole), in vse nadaljnje korake opravili enako kot z obsevanimi 
plastenkami. 4 ure in 7 dni po obsevanju, pri čemer smo gojišče menjavali vsak drug 
dan, smo celice odlepili s podlage s tripsinom, jih po prvem centrifugiranju sprali s 
PBS in prešteli z ročnim števcem. Celice smo redčili tako, da smo na ploščice s 6 
vdolbinicami nasadili v več paralelk zelo majhno število celic (od 100 do 1.600 
celic/vdolbinico). Celice smo pustili rasti toliko časa, da so kontrolne, neobsevane 
celice tvorile dovolj velike klone (Franken, et al., 2006). Celice smo nato sprali s PBS 
in jih inkubirali 30 minut v mešanici glutaraldehida in kristal vijoličnega (poglavje 
3.1.3), da so se fiksirale in obarvale vijolično. Ploščice smo sprali tako, da smo jih 
potopili v vodno kopel in jih pustili, da so se posušile na sobni temperaturi. Prešteli 
smo klone pri vseh ploščicah in izračunali učinkovitost nasaditve (PE, angl. plating 




× 100 %  
ter delež preživetja (SF, angl. surviving fraction) po formuli: 
SF =
število kolonij po tretmaju
število nasajenih celic×PE
  . 
Test smo izvajali na nesmrtnih celičnih linijah, saj so bile primarne celične linije 
preobčutljive za tovrstne pogoje rasti in niso preživele.  
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3.2.8. Test metabolične aktivnosti celic po dodatku TNF- in TRAIL 
S testom metabolične aktivnosti (glej poglavje 3.2.3) smo preverili, kako se celice 
razmnožujejo po dodatku različnih koncentracij TNF- in TRAIL, in sicer eno uro po 
dodatku in 24 ur po dodatku. Pokrili smo zelo širok interval koncentracij: 2 ng/ml, 10 
ng/ml, 100 ng/ml, 200 ng/ml, 500 ng/ml in 1 mg/ml. Za vsako celično linijo smo kot 
kontrolo uporabili metabolično aktivnost celic brez dodatka TRAIL ali TNF-. Testirali 
smo tudi metabolično aktivnost po dodatku TRAIL ali TNF- v kombinaciji z 
aktinomicinom D, ki inhibira prepis proteinov. Uporabili smo različne koncentracije 
TRAIL oziroma TNF: 0,5 ng/ml, 2 ng/ml, 10 ng/ml in 50 ng/ml. Dodali smo po 10 
ng/ml aktinomicina D. Vsako celično linijo smo tretirali posebej še samo z 10 ng/ml 
aktinomicina D, kar smo uporabili pri izračunu kot kontrolo.   
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4.1. Proučevanje lastnosti nesmrtnih celičnih linij in vitro 
Nesmrtne celične linije smo pridobili iz več laboratorijev (poglavje 3.1.4), kjer so jih 
gojili v različnih medijih. Ker lahko medij vpliva na potek eksperimenta, takšnih 
celičnih linij ne moremo enostavno primerjati med seboj. Celice smo zato najprej 
postopoma uvajali v enak medij tako, da smo zviševali koncentracijo medija, na 
katerega smo želeli celice privaditi. WT1, M2 in M3 so originalno rasle v gojišču s 
serumom (RM+), medtem ko so WT2, M1 in M4 rasle originalno v gojišču brez 
seruma (SFM). Uspelo nam je, da smo celične linije WT1, M2 in M3 privadili na rast v 
gojišču brez seruma (SFM) in celične linije WT2, M1 in M4 na rast v gojišču s 
serumom (RM+).   
Vzdrževanje pridobljenih primarnih celičnih linij je bilo le delno uspešno, saj so 
takšne celice izjemno občutljive za vse spremembe v okolju. Uspešno nagojenih 
primarnih celic smo imeli na voljo zelo malo, zato so samo nekateri eksperimenti 
opravljeni tudi s temi celičnimi linijami.  
Delo z različnimi celičnimi linijami hkrati, kjer vsaka celična linija izhaja iz drugega 
posameznika, je lahko zelo težko. Vsaka se obnaša in raste drugače in že sam izgled 
celic pod svetlobnim mikroskopom je različen. Težko je določiti, ali je to posledica 
genetskega ozadja posameznika, iz katerega celica izhaja, ali pa je to posledica 
mutacije v keratinu ali same imortalizacije celične linije in dela s celičnimi linijami. Da 
smo lahko celice med seboj primerjali, smo morali najprej preko nekaj osnovnih 
celičnih eksperimentov določiti pogoje rasti in opazovati njihovo obnašanje. 
Primerjali smo sposobnost proliferacije, metabolične aktivnosti, permeabilnosti in 
migracije pri celičnih linijah v enakem gojišču. Predvsem smo se osredotočili na 
relativno primerjavo med celičnimi linijami za vsak parameter posebej.   
 
4.1.1. Test proliferacije 
Primerjati smo želeli vpliv več parametrov na proliferacijo celičnih linij. Na ploščice 
smo nasadili različno gostoto celic (15.000 celic/vdolbinico ali 30.000 
celic/vdolbinico) in spremljali število celic do 7 dni po nasaditvi (2 dni, 4 dni in 7 dni). 
Čas po nasaditvi in različno gostoto nasaditve smo primerjali pri celicah, gojenih v 
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gojišču s serumom, RM+ (Slika 4.1, črtkane črte), in gojišču brez seruma, SFM (Slika 
4.1, polne črte). Na sliki 4.1 so prikazani rezultati testa proliferacije, kjer so celične 
linije združene glede na njihovo prvotno gojišče (WT1, M2 in M3 – gojišče RM+ 
gojišče; WT2, M1 in M4 – gojišče SFM). Ugotovili smo, da serum v gojišču vpliva na 
proliferacijo, saj se je pokazalo, da celične linije, gojene v gojišču s serumom, rastejo 
večinoma hitreje kot pa celične linije, gojene v gojišču brez seruma. Na primer 
celična linija M2 raste hitreje kot celični liniji WT1 in M3 v prisotnosti seruma, vendar 
počasneje kot celični liniji WT1 in M3 v odsotnosti seruma. Pri nasaditvi višje gostote 
celic (30.000 celic/vdolbinico, Slika 4.1, graf B in D) se je pokazalo, da celične linije 
rastejo približno enako in ne dosežejo večjih hitrosti rasti, kot je to opazno pri 
nasaditvi nižje gostote celic (15.000 celic/vdolbinico, Slika 4.1, graf A in C). Pri 
primerjavi celičnih linij smo pokazali, da se obnašajo drugače relativno druga na 
drugo pri različnih gostotah nasaditve, pri različnem gojišču in v različnih časovnih 
točkah, pri čemer smo sklepali, da same mutacije v keratinih niso vplivale na 
testirane parametre, saj se keratinske mutante z enako mutacijo (npr. M1 in M2) 
niso obnašale enako glede na divji tip celic.   
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Slika 4.1: Test proliferacije. V grafih je prikazano relativno število celic glede na začetno nasajeno število celic, 
merjeno 2 dni, 4 dni in 7 dni po nasaditvi. V grafih A) in B) je prikazana primerjava WT1, M2 in M3 v gojišču s 
serumom in gojišču brez seruma, pri čemer je pri A) nasajenih 15.000 celic in pri B) nasajenih 30.000 celic. V grafih 
C) in D) je prikazana primerjava WT2, M1 in M4 v gojišču s serumom in gojišču brez seruma, pri čemer je pri C) 
nasajenih 15.000 celic in D) nasajenih 30.000 celic. Črtkane črte prikazujejo celične linije, gojene v gojišču RM+ v 
prisotnosti seruma, polne črte pa celične linije, gojene v gojišču brez seruma SFM. Celične linije v grafih A in B so 
prvotno rasle v gojišču brez seruma (SFM), celične linije v grafih C in D pa v gojišču s serumom (RM+). Prikazana so 
povprečja in standardne napake (n = 3). 
 
4.1.2. Test metaboličnih lastnosti 
Test metabolične aktivnosti je vrsta testa proliferacije, pri katerem dobimo 
informacijo o dejanski metabolični aktivnosti celic, in ne samo o številu celic v 
gojišču, med katere lahko sodijo tudi mrtve celice. Pri testih metabolične aktivnosti 
smo spremljali vpliv števila nasajenih celic in vpliv prisotnosti seruma v gojišču do 7 
dni po nasaditvi (Slika 4.2). Vpliv seruma se je pokazal kot zelo pomemben dejavnik 
pri metabolični aktivnosti, saj so imele prav vse celične linije boljšo metabolično 
aktivnost, če so bile gojene v gojišču s serumom. V primerjavi s testom proliferacije, 
se na tem mestu število nasajenih celic ni pokazalo kot pomembna spremenljivka. 
Celične linije so se pri obeh nasaditvenih gostotah obnašale približno enako relativno 
druga na drugo prek celotnega obdobja testiranja, čeprav so pri višji nasaditveni 
gostoti (Slika 4.2, graf B in D) hitreje dosegle konfluentnost, tj. prerasle celotno 
površino vdolbinice (kot v primeru višje nasaditvene gostote 30.000 celic/vdolbinico 
pri testu proliferacije). Tudi pri tem testu se celične linije z mutacijami v keratinih 
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niso obnašale drugače kot divji tip celic. Potemtakem lahko trdimo, da mutacije v 
keratinih niso vplivale na metabolično aktivnost testiranih celičnih linij.    
 
Slika 4.2: Test metabolične aktivnosti. V grafih je prikazana absorbanca merjena 4 ure, 48 ur (2 dni), 96 ur (4 dni) 
in 168 ur (7 dni) po nasaditvi. V grafih A) in B) je prikazana primerjava WT1, M2 in M3 v gojišču s serumom in 
gojišču brez seruma, pri čemer je pri A) nasajenih 4.000 celic in pri B) nasajenih 8.000 celic. V grafih C) in D) je 
prikazana primerjava WT2, M1 in M4 v gojišču s serumom in gojišču brez seruma, pri čemer je pri C) nasajenih 
4.000 celic in D) nasajenih 8.000 celic. Črtkane črte prikazujejo celične linije, gojene v gojišču RM+ v prisotnosti 
seruma, polne črte pa celične linije, gojene v gojišču brez seruma SFM. Prikazana so povprečja in standardne 
napake (n = 6). 
 
4.1.3. Test permeabilnosti 
Primerjali smo barierne lastnosti preiskovanih celičnih linij, gojenih v prisotnosti 
seruma (gojišče RM+), in celičnih linij, gojenih v gojišču brez seruma (gojišče SFM). Z 
merjenjem celičnega enosloja TEER smo želeli oceniti tvorbo tesnih stikov med 
celicami. Višja je vrednost TEER, tesnejši monosloj so celice sposobne tvoriti. 
Vrednosti TEER smo spremljali po nasaditvi celic na nosilce s polprepustnimi 
membranami, dokler se niso po 7. dneh gojenja celic vrednosti TEER ustalile. Z 
merjenjem absorbance lucifer rumenega, ki je po 3. urah prešel na drugo stran 
monosloja, pa smo določili vrednost Papp. Rezultati so prikazani v obliki grafov na 
sliki 4.3. 
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Prisotnost seruma v gojišču je močno vplivala na tvorbo tesnih stikov in prehajanje 
lucifer rumenega, saj so bile vrednosti TEER višje, vrednosti Papp pa nižje pri celicah, 
gojenih v prisotnosti seruma (gojišče RM+). Izrazito visoke vrednosti TEER smo 
zaznali pri celični liniji M2, gojeni v gojišču s serumom. Pri tej celični liniji smo 
posledično izmerili še veliko nižje prehajanje (Papp) lucifer rumenega. Ker se to ni 
ponovilo pri celični liniji M1, ki ima enako mutacijo v keratinu kot celična linija M2 
tega nismo pripisali kot posledico keratinske mutacije, ampak variabilnemu 
obnašanju celičnih linij v gojišču s serumom. V gojišču brez seruma SFM so imele vse 
celične linije (WT1, M2, M3 in WT2, M1, M4) približno enake vrednosti TEER in tudi 
primerljivo prehajanje lucifer rumenega.  
 
Slika 4.3: Test permeabilnosti. V zgornjih grafih je prikazana primerjava TEER in Papp pri celičnih linijah WT1, M2 
in M3, gojenih v gojišču s serumom RM+ in gojišču brez seruma SFM. V spodnjih grafih pa je prikazana primerjava 
TEER in Papp pri celičnih linijah WT2, M1 in M4 v gojišču s serumom RM+ in gojišču brez seruma SFM. Prikazana 
so povprečja in standardne napake (n = 3).  
 
4.1.4. Test migracije 
S testom migracije smo primerjali migracijski potencial oziroma elastičnost celičnih 
linij (celice velikosti 8–20 μm), gojenih v gojišču s serumom (gojišču RM+) in gojišču 
brez seruma (gojišču SFM), pri prehajanju skozi dve velikosti por, 3 μm in 8 μm. Prav 
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tako smo želeli preveriti, ali se elastičnost celičnih linij spremeni s prisotnostjo 
kemoatraktanta (10 % FBS) na drugi strani membran.  
Pri porah velikosti 3 μm in 8 μm so celice različnih celičnih linij približno v enaki meri 
prehajale skozi pore, ne glede na prisotnost seruma v gojišču in ne glede na 
prisotnost kemoatraktanta na drugi strani membran. Izstopali sta celična linija WT1, 
gojena v prisotnosti seruma, ki je veliko bolje prehajala v prisotnosti kemoatraktanta 
na drugi strani nosilca (Slika 4.4, B), in celična linija WT2, gojena v prisotnosti 
seruma, ki je bolje prehajala v primeru ko kemoatraktant ni bil prisoten (Slika 4.4, D).   
 
Slika 4.4: Test migracije. V grafih je prikazana izmerjena fluorescenca Calceina-AM v celicah, ki so migrirale prek: 
A) in C) membran s porami, velikosti 3 μm za celične linije WT1, M2 in M3, B) in D) membran s porami, velikosti 8 
μm za celične linije WT2, M1 in M4. V vseh grafih je prikazana primerjava celičnih linij, gojenih v gojišču s 
serumom RM+ in gojišču brez seruma SFM. Kolone s črtami predstavljalo primere, kjer smo pri testiranju migracije 
uporabili kemoatraktant FBS. Prikazana so povprečja in standardne napake (n = 3).  
 
4.1.5. Prisotnost keratina 5 in keratina 14 pri nesmrtnih celičnih linijah 
S prenosom western smo preverili izražanje keratina 5 in keratina 14 pri testiranih 
nesmrtnih celičnih linijah. Kot je razvidno s spodnjih dveh slik prenosov western 
(Slika 4.5), je pri vseh celičnih linijah, tako pri divjem tipu kot tudi pri mutantah, 
primerljivo izražanje obeh proteinov.  
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Slika 4.5: Izsek iz prenosa western za proteina keratin 5 in keratin 14.  
 
4.2. Vpliv ionizirajočega sevanja na keratinocite EBS-DM 
Na podlagi prejšnjih eksperimentov smo nadaljnje celične teste izvajali pri pogojih, 
da smo jih lahko najlažje primerjali med seboj. Vse celične linije so bile obsevane, ko 
so dosegle 70-% konfluentnost in zmeraj smo vzporedno testirali neobsevano 
kontrolo za tisto celično linijo, s katero smo potem primerjali obsevano celično linijo. 
Odločili smo se še za uporabo celičnih linij, gojenih v gojišču brez seruma in z nižjo 
koncentracijo kalcija, saj lahko tako bolje nadziramo pogoje rasti.  
4.2.1. Test proliferacije 
Pri testu proliferacije smo se odločili, da po obsevanju nesmrtnih celičnih linij s 4,5 
Gy spremljamo samo 7-dnevno časovno točko, tj. preštejemo celice in njihove 
kontrole 7 dni po obsevanju, saj v krajših časovnih točkah verjetno ne bi opazili 
nobenih razlik vpliva sevanja na proliferacijo. Pokazalo se je, da je imelo obsevanje 
velik vpliv na rast in razmnoževanje pri vseh celičnih linijah z mutacijami (M1, M2 in 
M3), medtem ko so celice divjega tipa ostale skoraj tako proliferativne kot njihove 
neobsevane kontrole (Slika 4.6).  
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Slika 4.6: Test proliferacije – relativno število obsevanih glede na neobsevane celice, 7 dni po obsevanju. WT* -  
povprečje divjega tipa celičnih linij WT1 in WT2. Prikazane so povprečne vrednosti in standardna napaka (n = 3).  
 
4.2.2. Test metaboličnih aktivnosti 
S testom metabolične aktivnosti lahko hitreje zaznamo nastale spremembe zaradi 
obsevanja, zato smo spremljali metabolično aktivnost v časovnih točkah 4 ure, 48 ur 
(2 dni), 96 ur (4 dni) in 168 ur (7 dni) po obsevanju. Oba divja tipa celičnih linij pa tudi 
M3 in M4 so pokazali enak trend krivulje metabolične aktivnosti pri vseh časovnih 
točkah. Metabolična aktivnost je najprej narasla, nato pa 4 dni po obsevanju močno 
padla, medtem ko se je 7 dni po obsevanju skoraj povsem izenačila z neobsevano 
kontrolo. Razlika se je pokazala pri trendu krivulje za obe celični liniji z enako 
mutacijo v K5E475G (M1 in M2 na sliki 4.7), kjer se metabolična aktivnost takoj po 
obsevanju ni tako močno dvignila in se je pri vseh nadaljnjih časovnih točkah samo še 
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Slika 4.7: Vpliv obsevanja na metabolično aktivnost nesmrtnih celičnih linij. Prikazani sta povprečje in 
standardna napaka (n = x) meritev obsevanih nesmrtnih celičnih linij, glede na neobsevano kontrolo v časovnih 
točkah: 4 ure, 48 ur (2 dni), 96 ur (4 dni) ter 168 ur (7 dni) po obsevanju s 4,5 Gy. Prikazana so povprečja in 
standardne napake (n=3).  
 
Preveriti smo želeli kako se na obsevanja odzovejo primarne celične linije, zato smo 
spremljali metabolično aktivnost tudi pri WT1-Prim in M-Prim, ki ima enako mutacijo 
v K5 kot M1 in M2 (Slika 4.8). Izkazalo se je, da se tudi primarne celične linije 
obnašajo na enak način. V tem primeru je padec metabolične aktivnosti viden že 
takoj po obsevanju (4-urna časovna točka). Enak trend kot pri nesmrtnih celičnih 
linijah se je pokazal pri 7-urni časovni točki, kjer se je metabolična aktivnost divjega 
tipa celic povrnila v stanje neobsevane kontrole, medtem ko je metabolična 
aktivnost mutante še bolj padla.  
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Slika 4.8: Vpliv obsevanja na metabolično aktivnost primarnih celičnih linij. Prikazani sta povprečje in 
standardna napaka (n = x) meritev obsevanih primarnih celičnih linij, glede na neobsevano kontrolo v časovnih 
točkah: 4 ure, 48 ur (2 dni), 96 ur (4 dni) ter 168 ur (7 dni) po obsevanju z 1 Gy. Prikazana so povprečja in 
standardne napake (n = 3).  
 
4.2.3. Test senescence 
S testom senescence smo želeli preveriti, ali postanejo celične linije zaradi obsevanja 
bolj senescenčne. V tem primeru smo testirali samo po eno celično linijo za vsako 
mutacijo, in sicer smo nesmrtne celične linije WT1, M2 in M3 obsevali s 4,5 Gy, 
primarni celični liniji WT1-Prim in M-Prim pa z 1 Gy. Po izvedenem testu smo 
obsevane celice in njihove kontrole poslikali pod svetlobnim mikroskopom in na 
desetih naključnih slikah prešteli vse celice in senescenčne celice (Slika 4.9, 4.10, 
4.11, 4.12 in 4.13), da smo dobili rezultat v odstotkih.  
Izkazalo se je, da celice v večini niso senescenčne in so tudi po obsevanju obdržale 
približno enak odstotek senescenčnih celic kot kontrolne celice. Vse mutante 
nesmrtnih celičnih linij kot tudi mutanta primarne celične linije so sicer pokazale 
majhno povišanje senescence po obsevanju, vendar opazne statistične razlike nismo 
zaznali (Slika 4.14). Čeprav smo recimo pri M2 opazili pod svetlobnim mikroskopom 
manj celic, ki so bile obsevane, v primerjavi z neobsevanimi celicami (kontrolo), pa se 
je odstotek senescenčnih celic le malo povišal. Pri nesmrtnih celičnih linijah je po 
obsevanju ostala senescenca, primerljiva s senescenco neobsevanih celičnih linij, 
medtem ko se je pri primarnih celičnih linijah senescenca po obsevanju povišala.  
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Slika 4.9: Primer slik celic WT1, tretiranih z -galaktozidazo, kjer so prikazane A) neobsevane celice in B) celice, 
obsevane s 4,5 Gy.  
 
Slika 4.10: Primer slik celic M2, tretiranih z -galaktozidazo, kjer so prikazane A) neobsevane celice in B) celice, 
obsevane s 4,5 Gy. 
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Slika 4.11: Primer slik celic M3, tretiranih z -galaktozidazo, kjer so prikazane A) neobsevane celice in B) celice, 
obsevane s 4,5 Gy. 
 
Slika 4.12: Primer slik primarnih celic WT1-Prim, tretiranih z -galaktozidazo, kjer so prikazane A) neobsevane 
celice in B) celice, obsevane z 1 Gy. 
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Slika 4.13: Primer slik primarnih celic M-Prim, tretiranih z -galaktozidazo, kjer so prikazane A) neobsevane celice 
in B) celice, obsevane z 1 Gy. 
 
Slika 4.14: Relativno število senescenčnih celic, kjer velja izračunano število obsevanih celic glede na število 
neobsevanih celic za vsako celično linijo posebej. Prikazana so povprečja in standardne napake (n = 10).  
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4.2.4. Test klonogenosti 
S testom klonogenosti smo želeli preveriti klonogeni potencial celic po obsevanju (tj. 
sposobnost celic, da iz ene same celice tvorijo kolonijo), saj je to lahko dodaten 
kazalnik razvoja karcinogenosti. Celice smo nasadili v stekleničke in jih obsevali. 
Zraven smo v stekleničke nasadili še celice, ki jih nismo obsevali (kontrole). 4 ure po 
obsevanju in 7 dni po obsevanju s 4,5 Gy smo celice presadili na ploščice z 
vdolbinicami, kjer smo v vsako vdolbinico nasadili zelo majhno število celic (od 100 
do 1.600 celic/vdolbinico) (Slika 4.16). Od vseh testiranih celičnih linij se je pokazalo, 
da edino celična linija WT2 ni sposobna tvoriti klonov, niti pri najvišji nasaditvi 1.600 
celic/vdolbinico. To smo zaznali tako pri kontroli (neobsevanih celicah) kot tudi pri 
obsevanih celicah. Iz grafa, kjer smo prikazali relativni delež preživetja obsevanih 
celic glede na neobsevane kontrole, lahko razberemo, da se klonogeni potencial 
divjega tipa celic WT1 ni spremenil v teh dveh časovnih točkah po obsevanju, 
medtem ko se je pri vseh mutantah povišal, pri mutanti M2 celo za več kot šestkrat. 
Samo obsevanje je pri vseh celičnih linijah vplivalo na dejstvo, da se je delež 
preživetja celičnih linij znižal glede na kontrole, razen v primeru M2 7 dni po 
obsevanju, kjer je delež preživetja obsevanih celic celo presegel delež preživetja 
neobsevanih celic (Slika 4.15).  
 
 
Slika 4.15: Prikaz relativnega deleža preživetja obsevanih celic glede na neobsevane celice po celičnih linijah, 
nasajenih 4 ure po obsevanju in 7 dni po obsevanju s 4,5 Gy. Kloni pri celični liniji WT2 niso rasli. Graf prikazuje 



































Zupančič T. Vpliv keratinskega citoskeleta na celični odgovor, povzročen z ionizirajočim sevanjem in citokini 




Slika 4.16: Primeri ploščic z obarvanimi kloni. Celice so bile v teh primerih nasajene 7 dni po obsevanju s 4,5 Gy, in 
sicer v prvi koloni s 400 celicami, v drugi koloni z 800 celicami in v tretji kolini s 1.600 celicami. A) celična linija 
WT1, B) celična linija M2 in C) celična linija M3.  
 
4.2.5. Barvanje celic s protitelesom za protein Ki-67 
Ker je test proliferacije pokazal zelo znižano število celic pri mutantah 7 dni po 
obsevanju, smo se odločili preveriti, ali so testirane celice še sposobne proliferacije 
tudi do 7 dni po obsevanju. Celice smo zato obarvali z antigenom Ki-67, ki je jedrni 
protein, povezan s proliferacijo celic, natančneje s transkripcijo ribosomske RNA. 
Prisoten je v vseh aktivnih fazah celičnega cikla (G1, S, G2 in mitoza), medtem ko ga v 
mirujočih celicah v fazi G0 ne najdemo.  
Del celic smo fiksirali in obarvali 4 ure po obsevanju, drugega pa smo pustili rasti še 7 
dni po obsevanju in jim pri tem vsakih 2 dni menjavali gojišče. Po 7. dneh smo jih 
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fiksirali in obarvali. Pri vseh celičnih linijah smo imeli ves čas prisotne še neobsevane 
celice kot kontrolo, ki smo jih fiksirali in obarvali v obeh časovnih točkah. Na 5. 
naključnih slikah smo za vsak pogoj (0Gy-4h, 4,5Gy-4h, 0Gy-7d, 4,5Gy-7d) prešteli 
celice, obarvane s Ki-67, in vse celice na sliki ter v grafu prikazali kot relativno število 
obarvanih celic glede na kontrolo (Slika 4.17).  
 
 
Slika 4.17: Relativno število celic, obarvanih s Ki-67 v dveh časovnih točkah: 4 ure po obsevanju (rdeča barva) ter 
7 dni po obsevanju (modra barva). Prikazana so povprečja za vsako celično linijo in standardne napake (n = 5).   
 
4 ure po obsevanju nismo zaznali večjih sprememb v proliferativnem potencialu celic 
glede na kontrolne celice (Slika 4.17, rdeči stolpci). Nekaj več razlik je bilo opaziti 7 
dni po obsevanju, kjer se je pri vseh celičnih linijah, razen pri WT1, koeficient celic, 
obarvanih s Ki-67, znižal tako v primerjavi s kontrolnimi celicami kot tudi z 
obarvanjem 4 ure po obsevanju (Slika 4.17, modri stolpci).  
Slike potrjujejo, da je večina kontrolnih celic kot tudi obsevanih celic v obeh časovnih 
točkah obarvanih s Ki-67, in da je Ki-67 prisoten v jedru, kar pomeni, da se celice 
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Slika 4.18: Primeri slik celične linije WT1, pobarvane s protitelesom Ki-67 (zelena barva) in barvilom DAPI (modra 
barva). Za vsako celično linijo sta prikazani zgoraj dve sliki neobsevanih kontrol, fiksiranih 4 ure ali 7 dni po 
obsevanju, ter spodaj dve sliki celic, obsevanih s 4,5 Gy, fiksiranih 4 ure ali 7 dni po obsevanju.  
 
Slika 4.19: Primeri slik celične linije WT2, pobarvane s protitelesom Ki-67 (zelena barva) in barvilom DAPI (modra 
barva). Za vsako celično linijo sta prikazani zgoraj dve sliki neobsevanih kontrol, fiksiranih 4 ure ali 7 dni po 
obsevanju, ter spodaj dve sliki celic, obsevanih s 4,5 Gy, fiksiranih 4 ure ali 7 dni po obsevanju. 
 
Slika 4.20: Primeri slik celične linije M1, pobarvane s protitelesom Ki-67 (zelena barva) in barvilom DAPI (modra 
barva). Za vsako celično linijo sta prikazani zgoraj dve sliki neobsevanih kontrol, fiksiranih 4 ure ali 7 dni po 
obsevanju, ter spodaj dve sliki celic, obsevanih s 4,5 Gy, fiksiranih 4 ure ali 7 dni po obsevanju. 
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Slika 4.21: Primeri slik celične linije M2, pobarvane s protitelesom Ki-67 (zelena barva) in barvilom DAPI (modra 
barva). Za vsako celično linijo sta prikazani zgoraj dve sliki neobsevanih kontrol, fiksiranih 4 ure ali 7 dni po 
obsevanju, ter spodaj dve sliki celic, obsevanih s 4,5 Gy, fiksiranih 4 ure ali 7 dni po obsevanju. 
 
Slika 4.22: Primeri slik celične linije M3, pobarvane s protitelesom Ki-67 (zelena barva) in barvilom DAPI (modra 
barva). Za vsako celično linijo sta prikazani zgoraj dve sliki neobsevanih kontrol, fiksiranih 4 ure ali 7 dni po 
obsevanju, ter spodaj dve sliki celic, obsevanih s 4,5 Gy, fiksiranih 4 ure ali 7 dni po obsevanju. 
 
4.2.6. Barvanje celic s protitelesom za protein lamin A/C 
Ker so lamini eni ključnih proteinov, ki povezujejo keratinske filamente z jedrom 
celice in so s tem lahko tudi posredno vključeni v prenos signala v jedro, smo želeli 
preveriti, ali je lamin A/C prisoten pri naših nesmrtnih celičnih linijah.  
Najprej smo želeli s prenosom western 7 dni po obsevanju potrditi prisotnost lamina 
A/C pri neobsevanih kontrolah in obsevanih celicah ter zaznali približno enako 
lamina pri vseh celičnih linijah (Slika 4.23).  
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Slika 4.23: Izsek iz prenosa western za lamin A/C. Z * so označene nesmrtne celične linije, ki so bile obsevane s 4,5 
Gy, brez * pa neobsevane kontrole. 
 
Želeli smo preveriti še lokacijo nahajanja lamina A/C v celici z barvanjem. Del celic 
smo fiksirali in obarvali 4 ure po obsevanju, del celic pa smo pustili rasti še 7 dni po 
obsevanju in jim pri tem vsakih 2 dni menjavali gojišče. Po 7. dneh smo jih fiksirali in 
obarvali. Pri vseh celičnih linijah smo imeli ves čas prisotno tudi neobsevano 
kontrolo.  
Lamin A/C smo zaznali v jedrni ovojnici prav pri vseh nesmrtnih celičnih linijah v 
enaki meri (Slika 4.24, Slika 4.25, Slika 4.26, Slika 4.27, Slika 4.28). Obsevanje celic je 
pri vseh celičnih linijah v majhnem deležu povzročilo fragmentacijo jeder, vendar 
slednje lahko opazimo šele v časovni točki 7 dni po obsevanju. Če pogledamo jedra 4 
ure po obsevanju, so skoraj enaka svojim kontrolam. Pri vseh preostalih celičnih 
linijah 7 dni po obsevanju lahko rečemo, da je obsevanje vplivalo na zmanjšanje 
števila celic in pri manjšem deležu celic opazimo fragmentacijo jedra, medtem ko 
ima večina celic normalno oblikovano jedro.   
 
 
Slika 4.24: Primeri slik celične linije WT1, pobarvane s protitelesom lamin A/C (zelena barva) in barvilom DAPI 
(modra barva). Zgoraj sta prikazani dve sliki neobsevanih kontrol, fiksiranih 4 ure ali 7 dni po obsevanju, ter 
spodaj dve sliki celic, obsevanih s 4,5 Gy, fiksiranih 4 ure ali 7 dni po obsevanju. Celice so bile slikane s 
fluorescenčnim mikroskopom Zeiss s 40-kratno povečavo.  
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Slika 4.25: Primeri slik celične linije WT2, pobarvane s protitelesom lamin A/C (zelena barva) in barvilom DAPI 
(modra barva). Zgoraj sta prikazani dve sliki neobsevanih kontrol, fiksiranih 4 ure ali 7 dni po obsevanju, ter 
spodaj dve sliki celic, obsevanih s 4,5 Gy, fiksiranih 4 ure ali 7 dni po obsevanju. Celice so bile slikane s 
fluorescenčnim mikroskopom Zeiss s 40-kratno povečavo. 
 
Slika 4.26: Primeri slik celične linije M1, pobarvane s protitelesom lamin A/C (zelena barva) in barvilom DAPI 
(modra barva). Zgoraj sta prikazani dve sliki neobsevanih kontrol, fiksiranih 4 ure ali 7 dni po obsevanju, ter 
spodaj dve sliki celic, obsevanih s 4,5 Gy, fiksiranih 4 ure ali 7 dni po obsevanju. Celice so bile slikane s 
fluorescenčnim mikroskopom Zeiss s 40-kratno povečavo. 
Slika 4.27: Primeri slik celične linije M2, pobarvane s protitelesom lamin A/C (zelena barva) in barvilom DAPI 
(modra barva). Zgoraj sta prikazani dve sliki neobsevanih kontrol, fiksiranih 4 ure ali 7 dni po obsevanju, ter 
spodaj dve sliki celic, obsevanih s 4,5 Gy, fiksiranih 4 ure ali 7 dni po obsevanju. Celice so bile slikane s 
fluorescenčnim mikroskopom Zeiss s 40-kratno povečavo. 
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Slika 4.28: Primeri slik celične linije M3, pobarvane s protitelesom lamin A/C (zelena barva) in barvilom DAPI 
(modra barva). Zgoraj sta prikazani dve sliki neobsevanih kontrol, fiksiranih 4 ure ali 7 dni po obsevanju, ter 
spodaj dve sliki celic, obsevanih s 4,5 Gy, fiksiranih 4 ure ali 7 dni po obsevanju. Celice so bile slikane s 
fluorescenčnim mikroskopom Zeiss s 40-kratno povečavo. 
 
4.2.7. Izražanje fosfo-histona pH2AX 
Fosfo-histon pH2AX je eden prvih proteinov, ki pridejo na mesto prekinitev 
dvoverižne DNA po nastanku poškodbe, zato smo želeli s prenosom western 
preveriti kakšno je izražanje pH2AX 4 ure po obsevanju pri nesmrtnih celičnih linijah 
(Slika 4.29). Izkazalo se je, da imajo vse mutante že pred obsevanjem več pH2AX kot 
celični liniji divjih tipov. Po obsevanju se je signal pri mutantah še povišal, medtem 
ko se je pri divjih tipih le minimalno.   
 
 
Slika 4.29: Izsek iz prenosa western za pH2AX. Z * so označene nesmrtne celične linije, ki so bile obsevane s 4,5 Gy, 
brez * pa neobsevane kontrole.  
 
Po barvanju celic s protitelesom za pH2AX lahko pod mikroskopom vidimo pH2AX 
kot drobne pikice (zelena barva) v jedru celic (modra barva) (Slika 4.30, Slika 4.31, 
Slika 4.32, Slika 4.33, Slika 4.34, Slika 4.35, Slika 4.36). Celice smo gojili na ploščicah 
še 7 dni po obsevanju skupaj z neobsevanimi kontrolami, nato pa smo jih fiksirali in 
obarvali s protitelesom za pH2AX. V eksperiment smo vključili tudi primarni celični 
liniji. Pri vseh mutantah, tako nesmrtnih celičnih linij (M1, M2 in M3) kot tudi 
primarne celične linije (M-Prim), je bilo že pred obsevanjem opaznih več celic s 
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pH2AX v jedru kot pa pri divjih tipih. Po obsevanju lahko pH2AX opazimo pri vseh 
celicah, tako divjem tipu kot tudi mutantah, vendar je pri mutantah opaziti pH2AX 
skoraj pri vsaki preživeli celici.  
 
Slika 4.30: Primer slik, obarvanih z barvilom za pH2AX (zelena barva) in DAPI (modra barva) za celično linijo WT1. 
A – neobsevane celice (kontrola), B – celice 7 dni po obsevanju s 4,5 Gy. Celice so bile slikane s fluorescenčnim 
mikroskopom Zeiss s 40-kratno povečavo. 
 
Slika 4.31: Primer slik, obarvanih z barvilom za pH2AX (zelena barva) in DAPI (modra barva) za celično linijo WT2. 
A – neobsevane celice (kontrola), B – celice 7 dni po obsevanju s 4,5 Gy. Celice so bile slikane s fluorescenčnim 
mikroskopom Zeiss s 40-kratno povečavo. 
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Slika 4.32: Primer slik, obarvanih z barvilom za pH2AX (zelena barva) in DAPI (modra barva) za celično linijo M1. A 
– neobsevane celice (kontrola), B – celice 7 dni po obsevanju s 4,5 Gy. Celice so bile slikane s fluorescenčnim 
mikroskopom Zeiss s 40-kratno povečavo. 
 
Slika 4.33: Primer slik, obarvanih z barvilom za pH2AX (zelena barva) in DAPI (modra barva) za celično linijo M2. A 
– neobsevane celice (kontrola), B – celice 7 dni po obsevanju s 4,5 Gy. Celice so bile slikane s fluorescenčnim 
mikroskopom Zeiss s 40-kratno povečavo. 
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Slika 4.34: Primer slik, obarvanih z barvilom za pH2AX (zelena barva) in DAPI (modra barva) za celično linijo M3. A 
– neobsevane celice (kontrola), B – celice 7 dni po obsevanju s 4,5 Gy. Celice so bile slikane s fluorescenčnim 
mikroskopom Zeiss s 40-kratno povečavo. 
 
Slika 4.35: Primer slik, obarvanih z barvilom za pH2AX (zelena barva) in DAPI (modra barva) za primarno celično 
linijo WT1-Prim. A – neobsevane celice (kontrola), B – celice 7 dni po obsevanju z 1 Gy. Celice so bile slikane s 
fluorescenčnim mikroskopom Zeiss s 40-kratno povečavo. 
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Slika 4.36: Primer slik, obarvanih z barvilom za pH2AX (zelena barva) in DAPI (modra barva) za primarno celično 
linijo M-Prim. A – neobsevane celice (kontrola), B – celice 7 dni po obsevanju z 1 Gy. Celice so bile slikane s 
fluorescenčnim mikroskopom Zeiss s 40-kratno povečavo. 
 
4.2.8. Izražanje proteinov, vključenih v celični odziv na prekinitve 
dvoverižne DNA 
S prenosom western smo preverili kako se izražajo še preostali ključni proteini v 
celičnem odzivu na prekinitve dvoverižne DNA po ionizirajočem sevanju. Celice 
nesmrtnih celičnih linij smo obsevali s 4,5 Gy, po 7. dneh ekstrahirali proteine 
obsevanih in kontrolnih neobsevanih celic ter izvedli prenos western za proteine: 
pATM, pBRCA1 in pChk2 (Slika 4.37). 
Opazili smo, da imajo že pred obsevanjem vse mutante povišano izražanje pBRCA1, 
medtem ko je izražanje pChk2 znižano, v primerjavi z divjim tipom celic. Po 
obsevanju se pri mutantah zniža izražanje prav pri vseh treh proteinih (pATM, 
pBRCA1 in pChk2), medtem ko se pri divjem tipu celic izražanje teh proteinov po 
obsevanju zviša.  
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Slika 4.37: Izsek iz prenosov western za pATM, pBRCA1, pChk2 in kontrole nanosa GAPDH. Z * so označene 
nesmrtne celične linije, ki so bile obsevane s 4,5 Gy, brez * pa neobsevane kontrole. 
 
4.3. Vpliv delovanja citokinov receptorjev smrti na keratinocite EBS-DM 
4.3.1. Test metaboličnih aktivnosti 
S testom metabolične aktivnosti smo preverili kakšna je aktivnost celic po dodatku 
različnih koncentracij TNF- in TRAIL, in sicer 1 uro po dodatku in 24 ur po dodatku. 
Testirali smo tudi metabolično aktivnost ob dodatku aktinomicina D, ki inhibira 
transkripcijo proteinov.  
4.3.1.1. Test metaboličnih aktivnosti po dodatku TNF-α ali TRAIL 
Ker iz literature sledi, da celice v kulturi zelo različno reagirajo na TRAIL oziroma TNF-
α, smo želeli najprej preveriti vpliv različnih koncentracij na metabolično aktivnost 
naših celic. Pokrili smo zelo širok interval koncentracij: 2 ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml, 
200 ng/ml, 500 ng/ml in 1 mg/ml. Za vsako celično linijo smo kot kontrolo uporabili 
celice brez dodatka TRAIL ali TNF-α.   
Tako TNF-α kot tudi TRAIL spodbudita približno enak metabolični odziv v celicah, saj 
statistično značilnih razlik ni bilo opaziti. 1 uro po dodatku citokinov se ne glede na 
koncentracijo dodanega citokina celice odzovejo približno tako kot kontrole brez 
dodanih citokinov. 24 ur po dodatku obeh citokinov pa se opazijo določene razlike 
med celičnimi linijami, kjer najbolj izstopa celična linija M1, ki je veliko bolj 
metabolično aktivna kot njena kontrola (Slika 4.38). Za nadaljnje ekperimente 
prenosov western, ki smo jih izvedli 24 ur po dodatku citokina smo se odločili za 
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uporabo koncentracije 200 ng/ml citokina (Slika 4.39), saj smo pri tej koncentraciji že 
opazili dovolj velike razlike med celičnimi linijami in različen odziv celičnih linij.  
 
Slika 4.38: Grafi prikazujejo relativno absorbanco v odvisnosti od različnih koncentracij TRAIL oziroma TNF-α 
(2ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml, 200 ng/ml, 500 ng/ml in 1 mg/ml). A – absorbanca, izmerjena 1 uro po dodatku 
različnih koncentracij TRAIL; B – absorbanca, izmerjena 24 ur po dodatku različnih koncentracij TRAIL; C – 
absorbanca, izmerjena 1 uro po dodatku različnih koncentracij TNF-α; D – absorbanca, izmerjena 24 ur po 
dodatku različnih koncentracij TNF-α. WT* je povprečje obeh divjih tipov celic (WT1 in WT2). Prikazana so 
povprečja in standardne napake (n = 6).  
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Slika 4.39: Prikaz relativne absorbance po celičnih linijah pri dodatku koncentracije 200 ng/ml; A – absorbanca, 
izmerjena 1 uro po dodatku TRAIL; B – absorbanca, izmerjena 24 ur po dodatku TRAIL; C – absorbanca, izmerjena 
1 uro po dodatku TNF-α; D – absorbanca, izmerjena 24 ur po dodatku TNF-α. WT* je povprečje obeh divjih tipov 
celic (WT1 in WT2). Prikazana so povprečja in standardne napake (n = 3).  
 
4.3.1.2. Test metaboličnih aktivnosti po dodatku TNF-α ali TRAIL v 
kombinaciji z aktinomicinom D 
Ker v primeru samega dodatka TRAIL ali TNF-α nismo zaznali večjih sprememb glede 
metabolične aktivnosti, smo se odločili, da pri tem ekperimentu dodatno uporabimo 
aktinomicin D, ki zaustavi transkripcijo proteinov, s čimer povečamo vpliv citokinov 
na metabolično aktivnost, ki jo lahko zaznamo. Pričakovali smo, da bosta imela TRAIL 
in TNF-α v kombinaciji z aktinomicinom D veliko večji vpliv na celice, zato smo 
uporabili nižje koncentracije TRAIL oziroma TNF-α (0,5 ng/ml, 2 ng/ml, 10 ng/ml in 
50 ng/ml). K celicam smo dodali po 10 ng/ml aktinomicina D. Vsako celično linijo smo 
tretirali posebej tudi samo z 10 ng/ml aktinomicina D, kar smo uporabili pri izračunu 
kot kontrolo.  
Spodaj sta prikazana grafa za dodatek 10 ng/ml TRAIL z 10 ng/ml aktinomicina D 
(Slika 4.40 A) ter za dodatek 10 ng/ml TNF-α in 10 ng/ml aktinomicina D (Slika 4.40 
B).  
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Pri koncentraciji 10 ng/ml se je namreč koncentracijska krivulja ustalila, zato smo 
sklepali, da so pri tej koncentraciji vsa receptorska mesta za dodane citokine 
zasičena. S pomočjo dodanega aktinomicina D se je pokazal trend, da so bile 
mutante (M1, M2 in M3) bolj metabolično aktivne, tako v primeru dodatka TRAIL kot 
tudi pri dodanem TNF-α.  
 
 
Slika 4.40: Relativna absorbanca na celičnih linijah po dodatku 10 ng/ml aktinomicina D in; A – 10 ng/ml TRAIL; B 
– 10 ng/ml TNF. WT* je povprečje rezultatov obeh celičnih linij (WT1 in WT2). Prikazana so povprečja in 
standardne napake (n = 3).  
 
4.3.2. Izražanje proteinov, vključenih v signalne poti receptorjev smrti 
Ker so nekateri predhodni predhodni rezultati nakazovali, da je pri keratinskih 
mutantah, v primerjavi z divjim tipom celic, povišana prisotnost proteinov, vpletenih 
v TNF-signaliziranje, signaliziranje receptorjev smrti in notranjo pot apoptoze, smo 
želeli s prenosi western bolj natančno preveriti kateri od teh proteinov imajo pri 
keratinskih mutantah spremenjeno izražanje. Da bi lažje opazili spremembe v 
signaliziranju, smo celice tretirali z visoko koncentracijo TRAIL oziroma TNF (200 
ng/ml), ki smo jo določili za primerno iz prejšnjih rezultatov metabolične aktivnosti. 
24 ur po tretmaju smo izvedli ekstrakcijo proteinov iz celic, tretiranih s TRAIL oziroma 
TNF, in njihovih kontrol.  
Na spodnji sliki (Slika 4.41) so prikazani prenosi western, kjer smo uporabili 
protitelesa, ki sodijo v skupino receptorjev smrti: TNFR1, TNFR2, DR3, DR5, DcR3, 
Fas, FAD, TRADD, RIP. Našteti proteini so ključni pri prenosu signala smrti v celico. Pri 
teh prenosih western nismo opazili skupnih razlik med mutantami in divjim tipom. 
Pri določenih celičnih linijah se je izražanje proteina po dodatku TRAIL ali TNF 
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spremenilo (npr. dodatek TRAIL je znižal izražanje TNFR1 pri celični liniji M3 in TNFR2 
pri celičnih liniji M1 ali tretma s TNF je zvišal izražanje proteina DR5 pri celični liniji 
M1), vendar se pri drugih mutantah ta trend ni ponovil.   
 
Slika 4.41: Izseki iz prenosov western s proteini, ki sodijo v družino receptorjev smrti, in z njimi povezanimi 
proteini. Celične linije, označene z *, so bile tretirane s TRAIL oziroma TNF, celične linije brez * pa so njihove 
kontrole.  
 
Naslednji dve sliki prikazujeta prenose western, kjer smo uporabili protitelesa za 
proteine notranje poti apoptoze: Bad, p-Bad, Bax, BID, Puma, Bak, Bim, Kasp-3 (Slika 
4.42) ter notranje poti antiapoptoze: XIAP, Bcl-XL, Mcl-1 (Slika 4.43). Tudi tu ni bilo 
opaznih pomembnih razlik med celičnimi linijami ali med dodanim TRAIL oziroma 
TNF.  
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Slika 4.42: Izseki iz prenosov western s proteini, ki sodijo v notranjo proapoptotsko pot. Celične linije, označene z 
*, so bile tretirane s TRAIL oziroma TNF, celične linije brez * pa so njihove kontrole. 
 
Slika 4.43: Izseki iz prenosov western s proteini, ki sodijo v notranjo antiapoptotsko pot. Celične linije, označene z 
*, so bile tretirane s TRAIL oziroma TNF, celične linije brez * pa so njihove kontrole. 
 
Od vseh uporabljenih protiteles smo opazili razliko samo pri prenosih western, ki 
prikazujeta prisotnost proteinov Bcl-2 in FLIP (Slika 4.44). Bcl-2 je preživetveni 
protein, ki zavira sproščanje citokroma c iz mitohondrija (Murphy, et al., 2000). FLIP 
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pa je apoptozni regulatorni protein, ki blokira TNFRSF6-mediirano apoptozo (Lavrik & 
Krammer, 2012). 
Oba proteina sta bila povišana pri mutantah že pred tretmajem s TNF ali TRAIL, v 
primerjavi z divjim tipom celičnih linij. Pri obeh divjih tipih celic Bcl-2 nismo zaznali, 
je bil pa povišan pri mutantah M1 in M2 že pred dodatkom citokina. Prav tako je 
povišano izražanje FLIP pri obeh mutantah M1 in M2, v primerjavi z divjim tipom 
celic, ki imata enako mutacijo v keratinu 5.  
 
Slika 4.44: Izseki iz prenosov western s preostalimi proteini, ki sodijo v regulacijo apoptoze. GAPDH je bil 
uporabljen kot kontrola nanosa na gel. Celične linije, označene z *, so bile tretirane s TRAIL oziroma TNF, celične 
linije brez *, pa so njihove kontrole. 
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Doktorsko delo je sestavljeno iz treh delov. V prvem smo se ukvarjali z vrednotenjem 
in spremljanjem lastnosti preiskovanih celičnih linij, kar smo pozneje uporabili pri 
nadaljevanju doktorskega dela, in sicer pri ugotavljanju kako keratinski intermediarni 
filamenti vplivajo na celični odgovor keratinocitov EBS-DM in vitro, aktiviran zaradi 
poškodb DNA, povzročenih z ionizirajočim sevanjem, ter pri ugotavljanju kako 
keratinski intermediarni filamenti vplivajo na celični odgovor keratinocitov EBS-DM 
in vitro, sprožen z delovanjem citokinov receptorjev smrti.  
Bulozna epidermoliza simpleks, podtip Dowling-Meara (EBS-DM), je zelo huda 
genetska bolezen krhkosti kože, ki jo povzročajo mutacije v keratinih 5 in 14 in sodi 
pod skupino dednih obolenj bulozne epidermolize, za katere so značilni mehanska 
občutljivost epitelijskih tkiv ter mehurji in rane, ki se ne celijo.   
Na podlagi člankov, objavljenih v zadnjem času, ter dodatnih eksperimentalnih 
rezultatih se je pojavila potreba po novih spoznanjih o samem razvoju bolezni in o 
vplivu pomembne skupine proteinov citoskeleta na povzročanje sprememb in 
signaliziranja, ki zviša dovzetnost celic za rakaste spremembe.   
Primarne celice so za takšne študije najboljši modeli, saj obdržijo vse lastnosti celice, 
ki je nastala v telesu. Vendar imajo zelo omejeno življenjsko dobo in jih je izjemno 
težko gojiti. Zelo močno se lahko razlikujejo že med samimi pasažami. Večina celic, ki 
se uporabljajo za namene raziskovanja in tudi v farmacevtski industriji za namene 
testiranja in vitro so tako spontano ali umetno spremenjene nesmrtne celične linije. 
Večinoma so v člankih prikazane samo kot orodje za dokazovanje, pri naših 
eksperimentih pa smo pokazali, da moramo pred nastavitvijo eksperimentov celice 
zelo dobro spoznati in upoštevati primerne pogoje rasti, da jih lahko primerjamo 
med seboj.  
5.1. Vrednotenje in spremljanje lastnosti modela preiskovanih celičnih 
linij 
Pokazali smo, da lahko sestava medija močno vpliva na obnašanje določenih celičnih 
linij bolj kot na druge. Serum ni kemijsko definiran in se lahko med različnimi loti 
razlikuje (različna koncentracija hormonov, rastnih faktorjev itd.). V tem pogledu je 
medij brez seruma veliko bolj definiran in so izvedeni eksperimenti opravljeni pod 
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kontroliranimi pogoji. Različne celice prav tako ne rastejo vse enako dobro v mediju 
brez seruma.  
Pomembno je število nasajenih celic v določeni vdolbinici in koliko dni traja 
eksperiment, saj lahko gostota celic močno vpliva na porabo gojišča ter na 
metabolično aktivnost ali celično proliferacijo. Če pa je nasajenih premalo celic, 
lahko prav tako slednje vpliva pri teh testih na obnašanje celic, saj vpliva na hitrost 
rasti in so celice lahko tako izolirane in s tem še bolj občutljive za dodatne tretmaje.  
Kot pomembne spremenljivke so se pri testih proliferacije pokazale celična gostota, 
prisotnost seruma in koliko dni so bile celice v kulturi. Celične linije, ki so rasle v 
mediju s serumom so pokazale drugačne rastne krivulje, druga v primerjavi z drugo, 
kot pa celične linije, ki so rasle v mediju brez seruma. Pri višjih gostotah nasajenih 
celic (30.000 celic/luknjico) se je razlika med krivuljami rasti različnih celičnih linij, ki 
smo jo opazili pri nižji gostoti (15.000 nasajenih celic/luknjico), skoraj povsem 
izgubila.  
Pri eksperimentih metabolične aktivnosti število celic ni imelo večjega vpliva na 
rezultat metabolične aktivnosti; je bila pa jasna razlika med celičnimi linijami, ko so 
te rasle v mediju s serumom. Celice, ki so rasle v prisotnosti seruma so imele boljšo 
metabolično aktivnost kot celice v mediju brez seruma. V literaturi se test 
proliferacije in test metabolične aktivnosti velikokrat zamenjujeta oziroma se test 
proliferacije s testom metabolične aktivnosti enači, vendar smo z eksperimenti 
dokazali, da ni nujno, da se celice, ki so metabolično bolj aktivne tudi hitreje množijo 
in nam tak podatek lahko poda povsem drugačen pomen rezultata.  
Za nadaljnjo uporabo pri eksperimentih z ionizirajočim sevanjem in tretmajem s 
citokini se nam je zdelo bolj primerno gojišče brez seruma, saj omogoča bolj 
kontrolirane in primerljive pogoje za rast. Ker pa lahko takšno gojišče vpliva tudi na 
tesne stike med celicami, saj vsebuje manj kalcija, ki je izjemno pomemben pri tesnih 
stikih (Gonzalez-Mariscal, et al., 1990) pa smo želeli našo odločitev preveriti še s 
testom permeabilnosti, ki bi pokazal razlike v prehajanju lucifer rumenega pri 
celičnih linijah s serumom in brez seruma. V obeh primerih gojišča so celice pokazale 
relativno visoko prehajanje lucifer rumenega. Kot pričakovano pa so celice, gojene s 
serumom, pokazale veliko večjo variabilnost pri vzpostavitvi tesnih stikov in 
prehajanju lucifer rumenega. Pri celicah, gojenih brez seruma, smo sicer izmerili zelo 
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visoko prehajanje in nizko čezepitelijsko upornost, kljub temu pa so se obnašale zelo 
primerljivo, zato smo našo odločitev za nadaljnjo uporabo gojišča brez seruma le še 
podkrepili.  
Migracija celic igra zelo pomembno vlogo pri fizioloških in patoloških procesih, kot 
so: embrionalni razvoj, celjenje ran, imunski odziv, vnetje in tumorigeneza. Zato je 
test migracije eden pomembnejših testov, ki omogoča boljše razumevanje bioloških 
mehanizmov. Klemke in sod. pa so pokazali, da obstaja povezava med migratornim 
potencialom tumorskih celic in vitro ter njihovimi invazivnimi sposobnostmi in vivo 
(Klemke, et al., 1998). Keratinociti merijo v premeru približno 8–20 m. S testom 
migracije preko pore premera 3 m jih izpostavimo zelo intenzivnemu testu 
preverjanja njihove sposobnosti spreminjati obliko. Po pričakovanjih s testiranimi 
celičnimi linijami pri tem testu nismo opazili veliko razlik, ne glede na prisotnost 
seruma v gojišču ali kemoatraktanta, s pomočjo katerega bi lažje migrirale, saj so 
takšne pore res zelo majhne in bi morale celice močno spremeniti svojo obliko pri 
takšnem prehodu. V primeru, ko smo testirali migracijo preko pore premera 8 m pa 
se spet pokažejo predvsem večje razlike v migraciji med celicami, gojenimi v mediju s 
serumom; in kot pričakovano pri vseh celicah, je migracija celic nekoliko boljša.  
S temi podatki smo predvsem pokazali, da sestava gojišča lahko bolj vpliva na 
obnašanje določene celične linije (Zupancic, et al., 2012). To je še posebej 
pomembno, kadar primerjamo celične linije z drugačnim genetskim ozadjem med 
seboj (celične linije različnih posameznikov).  
Iz vseh eksperimentov je sledilo, da bomo za nadaljnje eksperimente uporabljali 
celične linije v gojišču brez seruma, saj slednje omogoča bolj kontrolirane in 
primerljive pogoje za rast celic. Takšno predpripravljeno gojišče brez seruma pa je v 
primerjavi z gojiščem s serumom veliko bolj finančno zahtevno, zato smo se za 
nadaljnje eksperimente osredotočili predvsem na uporabo nekaterih celičnih linij. 
Poleg primarnih celičnih linij, pri katerih se je že uporabljalo takšno gojišče, smo pri 
nesmrtnih celičnih linijah izbrali oba divja tipa (WT1 in WT2) ter celični liniji M1 in 
M2, ki sta imeli enako mutacijo v keratinu K5 (K5E475G). Pri celičnih linijah M3 z 
mutacijo v K14 (K14R125P) in M4 z mutacijo v keratinu K5 (K5V186L) se je izkazalo, 
da sta se pogosto obnašali zelo podobno kot divji tip celičnih linij, zato smo za 
nadaljnje eksperimente izbrali le celično linijo M3, katere mutacija povzroča prav 
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tako kot pri M1 in M2 hudo obliko EBS. Izpustili pa smo celično linijo M4, čigar 
mutacija pozroča blažjo obliko EBS.  
5.2. Vpliv ionizirajočega sevanja ter delovanja citokinov receptorjev smrti 
na keratinocite EBS-DM 
Vsak dan se v celicah zgodi na tisoče poškodb DNA. Odgovor na le te celicam 
omogoči, da poškodbo zaznajo, na mestu nastanka poškodbe zberejo ustrezne 
multiproteinske komplekse in aktivirajo primerno signaliziranje dalje. Vse te 
aktivnosti začasno zaustavijo mitozo v kontrolnih točkah celičnega cikla in so 
namenjene ali popravilu DNA ali pa sprožijo celično apoptozo. Če odgovor na 
poškodbe DNA ne deluje pravilno, lahko poškodovane celice preživijo, se delijo in 
prenesejo takšne neustrezne genetske spremembe v naslednjo generacijo celic 
(Birkenkamp-Dermtröder, et al., 2013; Ciccia & Elledge, 2010).  
Eden od načinov za povzročitev dvojnih prekinitev dvoverižne DNA je v 
laboratorijskem okolju z ionizirajočim obsevanjem celic. Za namen našega dela smo 
uporabili doze obsevanja, pri katerih so celice že zelo poškodovane, kljub temu pa 
obsevanje preživijo. Pri primarnih celičnih linijah je ta doza veliko nižja (1 Gy) kot pri 
nesmrtnih celičnih linijah (4,5 Gy), saj so primarne celične linije veliko bolj občutljive 
za vse zunanje dejavnike in težje preživijo stresne situacije.  
Pri testu proliferacije 7 dni po obsevanju se je zelo jasno pokazala razlika med divjim 
tipom nesmrtnih celičnih linij (WT1 in WT2) ter vsemi testiranimi mutantami (M1, 
M2 in M3). Mutante so rasle veliko slabše od svojih kontrol, v primerjavi z divjima 
tipoma, ki sta 7 dni po obsevanju obdržala sposobnost proliferacije skoraj v enaki 
meri kot njune kontrole.  
Test metabolične aktivnosti, kjer smo spremljali celice v več časovnih točkah po 
obsevanju, je delno potrdil rezultate testa proliferacije. Samo 4 ure po obsevanju se 
je metabolična aktivnost dvignila, v primerjavi s kontrolami pri vseh nesmrtnih 
celičnih linijah, razen pri M1 ter M2 (celični liniji z isto mutacijo v keratinu K5), pri 
katerih so vrednosti ostale enake kontrolnim. Metabolična aktivnost najbolj pade 
šele 4 dni po obsevanju, največje razlike pa so opazne šele 7 dni po obsevanju, kjer 
se pri celičnih linijah M1 in M2 trend padanja metabolične aktivnosti nadaljuje, 
medtem ko se pri preostalih celičnih linijah povrne na kontrolno vrednost.  
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Za test metabolične aktivnosti smo uporabili še primarni celični liniji, ki sta pokazali 
enak trend kot pri nesmrtnih celičnih linijah, in sicer da si divji tip celične linije 7 dni 
po obsevanju povsem opomore in povzpne na kontrolno vrednost, medtem ko je 
mutanta M-Prim (mutacija, enaka kot pri celični liniji M1 in M2) po 7. dneh še zmeraj 
metabolično močno slabša od svoje neobsevane kontrole.  
Iz zgornjih rezultatov je sklepati, da se mutanta M3 (mutacija K14R125) obnaša bolj 
podobno kontrolnim celičnim linijam kot mutante M1, M2 in M-Prim (mutacija 
K5E475G), čeprav se pri pacientih s temi mutacijami v obeh primerih pokaže hud 
fenotip EBS. Zanimivo se je pri mišjih modelih brez keratina 5 (K5-/-) pokazalo, da 
zelo hitro po skotitvi umrejo (Peters, et al., 2001), medtem ko so miši z izbitim 
keratinom K14, ki je vezavni partner keratina K5, kljub hudemu fenotipu z 
mehurjenjem preživele kar nekaj mesecev po skotitvi (Lloyd, et al., 1995). Prav tako 
do zdaj še niso odkrili pacienta brez keratina K5, kar je najverjetneje embriološko 
smrtno, medtem ko je kar nekaj opisov pacientov z EBS brez keratina K14, ki se lahko 
zgodijo zaradi prehitrega stop kodona v genomski regiji za zapis keratina K14 (Chan, 
et al., 1994; Rugg, et al., 1994; Jonkman, et al., 1996). Miši brez keratina K5 in 
pacienti z EBS z mutacijo v keratinu K5 imajo povišano izražanje provnetnih citokinov 
in aktivacijo imunskega sistema v koži, kar pa ne velja za mutacije v keratinu K14 (Lu, 
et al., 2007; Roth, et al., 2009). Potemtakem sklepamo, da imata keratin K5 in keratin 
K14 drugačen pomen za celico in da se slednje kaže prek interakcij z drugimi proteini.  
Razlike med celičnimi linijami so bile v primeru testa proliferacije bolj signifikantne 
kot pri testu merjenja metabolične aktivnosti, zato se je pojavilo vprašanje, ali so 
celice senescenčne in ali imajo proliferativni potencial.  
Senescenca je stanje celic, kjer celice ustavijo rast, najpogosteje v fazi G1 celičnega 
cikla, kljub temu pa ostanejo metabolično aktivne. Takšne celice se ne delijo, čeprav 
imajo dovolj prostora, hranil in rastnih faktorjev v gojišču in lahko ostanejo žive še 
nekaj tednov, kar je še posebej pogost pojav pri primarnih celičnih linijah, kjer imajo 
celice omejeno število delitev. Prav tako lahko nekateri celični tipi s senescenčnostjo 
pridobijo odpornost proti signaliziranju apoptoze (Hampel, et al., 2004). 
Senescenčne celice se velikokrat pojavijo po obsevanju, saj je slednje lahko eden od 
mehanizmov celice, s katerimi prepreči razvoj raka. Sproži jo lahko tudi stres, kot je 
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na primer popolna preraščenost kultur (konfluenca), ki so dalj časa v gojišču (Campisi 
& di Fagagna, 2007). 
Niti primarne celične linije niti nesmrtne celične linije po obsevanju niso postale bolj 
senescenčne. Večina preživelih celic se je tudi po 7. dneh po obsevanju obarvala s Ki-
67, markerjem za preživetje celic, ki se je pojavil v jedrih celic, s čimer smo sklepali, 
da se preostale celice normalno razmnožujejo.  
Eden pomembnejših testov pri raziskavi razvoja karcinogenosti je preverjanje 
klonogenega potenciala celic. Obsevanje je na vse testirane celične linije z 
mutacijami v keratinih (M1, M2 in M3) vplivalo tako, da so postale 7 dni po 
obsevanju bolj klonogene kot pa so bile takoj po obsevanju, medtem ko je pri divjem 
tipu celičnih linij ostalo enako. Še posebej izrazito je bilo to opazno pri celični liniji 
M2. Zanimivo je, da celični liniji WT2 sploh ni uspelo tvoriti klonov niti v neobsevani 
obliki. Klonov prav tako niso sposobne tvoriti primarne celične linije, ki so za takšen 
test preobčutljive in za svoj razvoj vedno potrebujejo sosednje celice.  
Keratinski filamenti so tesno povezani s preostalimi intermediarnimi filamenti, kot so 
recimo lamini. V primeru mutacije proteinov citoplazemskih intermediarnih 
filamentov, lahko nastale strukturne spremembe vplivajo na napetost filamentov in 
3D-strukturo (Beriault, et al., 2012; Fudge, et al., 2008). Takšna tenzija se lahko 
prenese na lamine in vpliva na njihovo interakcijo s kromatinom, s tem pa vpliva na 
ekspresijo genov. Prisotnost laminov je za celico zelo pomembna, saj je na primer 
ustrezno izražanje laminov tipa A nujno potrebno za normalen odziv celice na 
prekinitve dvoverižne DNA in lahko imajo spremembe izražanja velik vpliv na 
stabilnost genoma (Manju, et al., 2006). S preverjanjem prisotnosti lamina A/C pri 
naših celicah smo najprej izključili možnost, da bi lahko ravno spremembe v izražanju 
lamina A/C vplivale na popravilo celic in povzročale povečano občutljivost za 
ionizirajoče sevanje, saj je ena glavnih funkcij laminov tipa A pri popravilu DNA, da 
stabilizirajo tumor supresorski protein 53BP1 in vzdržujejo prepis BRCA1 (Redwood, 
et al., 2011). Pri vseh naših testiranih celicah smo zaznali enako raven lamina A/C v 
jedrni ovojnici, kar smo najprej preverili s prenosom western, nato pa še z barvanjem 
celic in tako potrdili, da lamini tipa A niso odgovorni za naša opažanja drugačnega 
odziva keratinskih mutant na ionizirajoče sevanje. Na slikah smo lahko opazili tudi 
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nekoliko povišano število fragmentiranih oziroma apoptotskih jeder, ki smo jih 7 dni 
po obsevanju glede na vse prejšnje rezultate tudi pričakovali.  
Po poškodbi DNA je ena prvih reakcij celice fosforilacija in namestitev histona H2AX 
na ustrezno mesto ob poškodovanem DNA (Rogakou, et al., 1999). Pri naših celicah 
smo s prenosom western in barvanjem celic pokazali zelo pomemben rezultat, in 
sicer da imajo že neobsevane keratinske mutante povišano izražanje pH2AX, v 
primerjavi z divjim tipom celic, ki pa se je po obsevanju še povišal.  
S prenosi western smo pri keratinskih mutantah pokazali še povišano izražanje 
proteina pBRCA1 ter znižano izražanje proteina pChk2, v primerjavi z divjim tipom 
celic že pred obsevanjem. Obsevanje je na vse mutante vplivalo tako, da se je 
izražanje proteinov pATM, pBRCA1 in pChk2 znižalo, medtem ko se je pri obeh divjih 
tipih izražanje teh proteinov po obsevanju zvišalo (Slika 5.1). 
 
Slika 5.1: Shema normalnega stanja (levo) in odgovora na poškodbe DNA po ionizirajočem sevanju (desno) pri 
keratinocitih EBS. 
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Metabolne spremembe pri keratin 5 in keratin 14 mutiranih keratinocitih, ki lahko 
pomagajo pri njihovem preživetju so bile v literaturi že opisane (Liovic, et al., 2008; 
Liovic, et al., 2009). Odkrili so, da imajo mutirani keratinociti že v nestresnih pogojih 
povišano raven aktivacije JNK signalne poti, ERK in p38 signalne poti ter znižane 
adhezivne lastnosti. Naši rezultati pa zdaj kažejo, da lahko keratinski mutanti vplivajo 
na ATM/Chk2 signalno pot odgovora na poškodbo DNA. Naši keratinociti EBS so že 
pri nestresnih pogojih pokazali močno znižanje v izražanju fosforiliranega proteina 
Chk2 (Thr68), ki je jedrna serinska/treoninska kinaza in ključni protein pri prehodu 
G2/M v celičnem ciklu. Fosforilacija tega proteina prenese signal iz ATM in aktivira 
efektorske proteine, ki regulirajo celični cikel in popravilo DNA (Zannini, et al., 2014). 
Pri nestresnih pogojih smo dokazali še povišano izražanje proteina BRCA1, ki lahko 
pomaga pri popravilu DNA. Zanimivo pa se po ionizirajočem sevanju izražanje tega 
proteina zniža. Ker so preiskovane mutante pokazale tudi zvišanje pH2AX pri 
normalnih pogojih gojenja, slednje lahko pomeni težavo pri popravilu 
poškodovanega DNA. Protein pH2AX se lahko pojavi še med fragmentacijo jedra, 
vendar imajo v našem primeru nestresirane mutante s pH2AX nefragmentirano jedro 
in izražajo Ki-67, ki je protein, značilen za celično proliferacijo.  
Vlogo keratinov pri odzivu na poškodbo DNA so v vmesnem času opisali tudi na 
primeru keratina 23 Birkenkamp-Dermtröder in sod., kjer so pokazali, da keratin 23 
močno vpliva na odziv poškodbe DNA, s čimer verjetno vpliva na celični cikel, 
podvojevanje in rekombinacijo DNA ter prispeva k možnosti nastanka raka sluznice 
debelega črevesja (Birkenkamp-Dermtröder, et al., 2013).  
 
V zadnjem poglavju doktorskega dela smo se osredotočili na vpliv delovanja 
citokinov receptorjev smrti na mutirane keratinocite. Specifično smo spremljali odziv 
celic na dodatek TNF ali TRAIL, ki sta oba provnetna in proapoptotska citokina, ki jih 
celice normalno sproščajo v okolico. 
Pri eksperimentu merjenja metabolične aktivnosti po dodatku različnih koncentracij 
TRAIL ali TNF je bil odziv celičnih linij zelo primerljiv. Krivulje so se do 200 ng/ml 
dodanega citokina še spreminjale, potem pa so v naslednji koncentracijski točki 500 
ng/ml ostale enake. Ker razlike med celičnimi linijami niso bile velike in tudi pri zelo 
visokih koncentracijah nismo zaznali večjega odziva naših celičnih linij na dodatek 
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TRAIL ali TNF, v primerjavi s kontrolami pa nam je nato z merjenjem metabolične 
aktivnosti v prisotnosti aktinomicina D, ki inhibira prepis proteinov uspelo dokazati, 
da celične linije z mutiranim keratinom (M1, M2 in M3) niso tako občutljive za 
dodatek TNF- in TRAIL kot pa divji tip celičnih linij. Inhibitorji sinteze proteinov 
povečajo citotoksični efekt citokinov in vplivajo na občutljivost celic, ki so brez 
inhibitorjev odporne proti citokinom. TNF, na primer, lahko hkrati aktivira 
apoptotske in preživetvene signale v celici. Apoptotski signali ne potrebujejo aktivne 
sinteze proteinov, medtem ko jo preživetveni potrebujejo in ta poteka prek aktivacije 
NF-B (Karin & Lin, 2002). Kako se bo celica odzvala na citokin (apoptotsko, 
preživetveno), pa določi ravnotežje med apoptotskimi in preživetvenimi signali 
(Aggarwal, 2003).  
S prenosi western smo testirali več skupin proteinov, ki so vključeni v zunanjo ali 
notranjo pot apoptoze. Pri pogojih, ki smo jih uporabili pri prenosih western (200 
ng/ml TRAIL ali TNF) nismo opazili razlik med tretiranimi in netretiranimi celicami, 
kar ni bilo presenetljivo, glede na rezultate testa metabolične aktivnosti brez pomoči 
inhibitorja sinteze, kjer so bile celične linije tudi pri zelo visokih koncentracijah 
dodanega citokina približno enake svojim kontrolam brez dodanega citokina. Smo pa 
pridobili zelo pomemben rezultat in nazadnje identificirali dva proteina, katerih 
izražanje je bilo pri mutiranih celicah višje, v primerjavi z divjim tipom celic. To sta 
proteina Bcl-2 in FLIP, ki sta bila povišana že pri netretiranih celicah. Bcl-2 je 
preživetveni protein, ki inhibira sproščanje citokroma C iz mitohondrija (Murphy, et 
al., 2000). Vključen je v notranjo pot apoptoze. Povišana ekspresija Bcl-2 je značilna 
pri številnih tipih raka, sama po sebi pa ne zadošča za tumorigenezo, temveč šele ko 
nastopijo druge tumorigene mutacije oziroma ob aktivaciji preostalih onkogenov 
(Vaux, et al., 1988).    
FLIP je regulatorni protein apoptoze, ki apoptozo blokira, spodbujeno s citokini prek 
receptorjev smrti (Lavrik & Krammer, 2012). Zvišanje proteina cFLIP je prisotno pri 
številnih vrstah raka in pri znižanem izražanju z malo interferenčno RNA so dokazali, 
da je to dovolj, da so celice postale bolj apoptotske in občutljive za TRAIL (Dutton, et 
al., 2004; Mathas, et al., 2004). Stagni in sod. so pokazali, da zdravilo 
Neocarzinostatin (NCS) zniža izražanje proteinov cFLIP s tem, da spodbudi aktivacijo 
kinaze ATM v odgovor na poškodbo DNA. Kinazna aktivnost naj bi znižala stabilnost 
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proteina cFLIP in s tem povišala občutljivost za apoptozo, ki jo spodbudimo s Fas 
(TRAIL-R1/R2 podobnim receptorjem smrti) (Stagni, et al., 2008) ali s TRAIL (Stagni, 
et al., 2010).  
 
Mutirani keratini tvorijo poškodovane intermediarne filamente v citoskeletonu, kar 
spravlja keratinocite EBS v stanje stresa, kar povzroča stalno aktivirane signalne poti 
MAP-kinaz (Liovic, et al., 2008; D'Alessandro, et al., 2002). Iz naših rezultatov lahko 
sklepamo, da te spremembe lahko predstavljajo zaščitni mehanizem, ki pomaga 
keratinocitom EBS pri preživetju, hkrati pa omogoča, da močno poškodovane celice 
uidejo kontrolnim točkam celičnega cikla in apoptozi ter s tem povišajo možnost 
potencialnega prehoda v celično transformacijo (Zupancic, et al., 2017). 
Možno je, da ponavljajoče se kronične poškodbe keratinocitov spobudijo nastanek 
tumorigeneze. Razlog, da je pri drugih podtipih EBS verjetnost nastanka raka zelo 
nizka, je lahko ta, da je pri drugih podtipih prizadeta manjša površina kot pri 
pacientih z EBS-DM; večina pacientov je v hladnejših mesecih celo brez pojava 
mehurjev, kar dodatno zmanjša verjetnost za nastanek maligne degeneracije (Fine, 
et al., 2009). 
V zadnjih letih se pojavlja čedalje več dokazov, ki predstavljajo proteine 
intermediarnih filamentov v dveh različnih vlogah. Glavna vloga je strukturna vloga, v 
okviru katere omogočajo mehansko podporo epitelijskim celicam. Poleg te pa se 
pojavljajo še v številnih nemehanskih vlogah, na primer pri procesih celične 
migracije, proliferacije, apoptoze, odziva na stres, uravnavanju ekspresije genov in 
umestitve organelov. Te vloge jim omogočajo interakcije z drugimi citoskeletnimi 
strukturami, kot so: aktinski filament, mikrotubuli, celične povezave ter proteini 
številnih signalnih poti. Nemehanske vloge pri zdravih celicah niso zelo očitne, saj 
pomenijo le majhen del v sistemih zapletenih metabolnih interakcij, ki se pojavljajo v 
celicah. Pri boleznih, nastalih zaradi mutacij intermediarnih filamentov, pa so te 
vloge bolj zaznavne in se čedalje pogosteje pojavljajo v literaturi.  
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V disertaciji smo za namene raziskave vloge keratinskih filamentov uporabili šest 
nesmrtnih celičnih linij in dve primarni celični liniji. Primerjali smo celične linije z 
mutacijami v keratinu 5 ali 14 z divjimi tipi celičnih linij. Keratini so proteini 
intermediarnih filamentov, ki jih izražajo vse epitelijske celice. Njihove mutacije 
povzročajo številne hude dedne bolezni krhkosti kože, med katere sodi tudi bulozna 
epidermoliza simpleks, povezana z mutacijami v keratinih 5 in 14. Vse testirane 
celične linije so izhajale iz pacientov z drugačnim genetskim ozadjem, pripravljene pa 
so bile v različnih laboratorijih, zato smo najprej ocenili proliferativne, metabolne, 
migracijske in permeabilnostne lastnosti celic. Ugotovili smo, da sestava gojišča 
najbolj vpliva na obnašanje celice, saj vpliva na nekatere celične linije bolj kot na 
druge. Celice, ki so bile bolj metabolično aktivne, se niso nujno tudi najhitreje 
razmnoževale.  
V drugem delu doktorske disertacije smo celice izpostavili različnim stresorjem: 
ionizirajočemu sevanju in citokinom receptorjev smrti (TNF- in TRAIL). 
Testa proliferacije in metabolične aktivnosti, ki smo ju izvedli po ionizirajočem 
sevanju in spremljali do 7 dni sta pokazala, da si mutante opomorejo počasneje v 
primerjavi z divjim tipom celic, hkrati pa imajo večji klonogeni potencial.  
Mutante so imele višje izražanje fosforilirane oblike histona pH2AX že pri normalnih 
pogojih, ki pa se je po ionizirajočem sevanju še povišalo. Vse celične linije so imele v 
jedru prisoten protein Ki-67, ki je indikator proliferajočih se celic, in niso kazale 
znakov senescence. Vse celične linije so prav tako izražale lamin A/C v enaki meri, s 
čimer smo lahko izključili, da bi prav odsotnost lamina lahko vplivala na drugačno 
obnašanje keratinskih mutant.  
Z našo raziskavo smo odkrili, da imajo mutante že pred obsevanjem spremenjeno 
izražanje proteinov pChk2 in pBRCA1, v primerjavi z divjim tipom celic, ki je v 
primeru pChk2 znižano in v primeru pBRCA1 povišano. Po ionizirajočem sevanju pa 
se zniža izražanje pChk2, pBRCA1 in pATM, ki so vsi vključeni v signalno pot odgovora 
celice na poškodbe DNA.  
S pomočjo testa metabolične aktivnosti smo ugotovili, da so mutante manj občutljive 
za citotoksični učinek citokinov TNF- ali TRAIL v prisotnosti aktinomicina D. Po 
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testiranju številnih proteinov, vključenih v zunanjo ali notranjo pot apoptoze, pa smo 
ugotovili, da imata proteina Bcl-2 in FLIP povišano izražanje že pred dodatkom 
citokinov, v primerjavi z divjim tipom celic.  
Izražanje proteinov, ki so vpeti v odgovor na poškodbe DNA, zunanjo in notranjo pot 
apoptoze, je v mutiranih celicah spremenjeno tako, da favorizira preživetje mutiranih 
celic v normalnih pogojih in pri izpostavljenosti stresnim dejavnikom. 
Z delom smo potrdili hipotezo, da obstaja možnost, da prav spremembe, ki 
nastanejo zaradi mutacij in vplivajo na sposobnost mutiranih keratinocitov za 
preživetje ter odpornost proti stresu, v kombinaciji z drugimi stresorji iz okolja, 
vplivajo na možno povečano dovzetnost keratinocitov EBS-DM za celično 
transformacijo. S tem smo predlagali potencialno novo nemehansko vlogo 
keratinskih filamentov v celičnem metabolizmu.  
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